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RESUMEN
Se estudi6 la bioacumulacion de mercurio en la microalga Scenedesmus acutus, bajo
condiciones de laboratorio. El crecimiento poblacional se calculé mediante conteos en
camara Neubauer. La biomasa de los cultivos se obtuvo mediante densidad Optica
segln Bermeo (2011). La menor tasa de asimilacién de Hg se encontr6 con 5.0 mg L™
(98.16 %); seguido de 2.5 mg L™ (99.14 %) y la mayor con 1.0 mg L™ (99.67 %). Al
final del experimento, la menor biomasa se obtuvo con 5.0 mg L™ de Hg (405.7 mg L™)
seguido de 1.0 mg L™ (441.9 mg L") y 2.5 (437.3 mg L"), mientras que el control
presenté la mayor biomasa (486.2 mg L™). Asimismo, la menor densidad poblacional
fue obtenida con 5.0 de Hg (12.44 x10° cél mL™) seguido de 2.5 ppm (16.01 x10° cél
mL™); mientras los mayores valores fueron determinados en el control (17.22 x10° cél
mL™") y con 1.0 mg L™ (16.92 x10° cél mL™). Las tasas de asimilacién del Hg mostraron
diferencias estadisticamente significativas con valores de 99.67, 99.14 y 98.16 % en

los cultivos dosificados con 1.0, 2.5y 5.0 mg L de Hg, respectivamente.

Palabras Clave: Scenedesmus acutus, microalga, mercurio, bioacumulacién.

ABSTRACT
The bioaccumulation of mercury from the microalga Scenedesmus acutus was studied
in laboratory conditions. Population growth was calculated using Neubauer chamber
counts. The biomass of the crops was obtained by optical density according to Bermeo
(2011). The lowest rate of assimilation of Hg was found with 5.0 mg L™ (98.16%):
followed by 2.5 mg L™ (99.14%) and the highest with 1.0 mg L™ (99.67%). At the end of
the experiment, the lowest biomass was obtained with 5.0 mg L™ of Hg (405.7 mg L ™)
followed by 1.0 mg L™ (441.9 mg L") and 2.5 (437.3 mg L), while the control
presented the highest biomass (486.2 mg L™). Likewise, the lowest population density
was obtained with 5.0 Hg (12.44 x10° cells mL™) followed by 2.5 ppm (16.01 x 10° cel
mL™); while the highest values were determined in the control (17.22 x10° cel mL™) and
with 1.0 mg L™ (16.92 x10° cel mL™?). The assimilation rates of Hg showed statistically
significant differences with values of 99.67, 99.14 and 98.16% in the cultures dosed

with 1.0, 2.5 and 5.0 mg L™ of Hg, respectively.

Keywords: Scenedesmus acutus, microalgae, mercury, bioaccumulation.



I. INTRODUCCION

El aumento de la poblacion y de las actividades industriales cuyos desechos y
efluentes, sin previo tratamiento, vertidos al ambiente acuético y/o terrestre se
constituyen en uno de los principales problemas de contaminacion de rios,
lagos y mares, por la presencia y acumulacién de metales pesados y otras
sustancias peligrosas, normalmente de origen industrial (Fernandez et al.,
2005).

En todo el planeta, se estima que mas del 80% de las aguas residuales que se
generan por las diversas actividades humanas son vertidas sin tratamiento
alguno (ONU, 2017). En el Perq, existe una descarga anual de 960.5 millones
de metros cubicos de desagtie sobre el agua superficial, subterranea y marina,

de los cuales el 64.0% pertenece a desagies domésticos, 5.6% desagues
industriales, 4.4% de desagues pesqueros, 25.4% de efluentes mineros y 0.2%
por efluentes petroleros (INEI, 2015), requiriéendose la aplicacion de medidas
correctivas tendientes a minimizar o eliminar los efectos perjudiciales de estos

efluentes.

Una estrategia para limpiar ambientes contaminados es la fitorremediacion, que
consiste en el uso de algunos vegetales por su capacidad de absorber,
acumular o tolerar altas concentraciones de contaminantes como compuestos
organicos (Ruiz, 2011; Seijas et al., 2012; Ferrera et al., 2006) y metales
pesados (Rivera et al., 2002; Tapia et al., 2011; Plaza, 2012; Halder, 2014)
ofreciendo como principal ventaja sobre otros procesos su bajo costo y rapidez
con que pueden llevarse a cabo ciertos procesos de bioabsorcion (Di Paola &
Vicién, 2010).

Los metales pesados, por su caracter no biodegradable, provocan efectos
nocivos negativos en organismos animales y vegetales, mediante la generacién
de elementos que al formar complejos con sustancias organicas celulares
inducen desequilibrios metabdlicos (Mount & Stephan, 1997), por su gran
afinidad con los grupos sulfhidrico, radicales amino, fosfato carboxilo e

hidroxilo, originando uniones ligando-metal que afectan a la célula por la



disrupcion de la estructura de proteinas, que implica la inhibiciéon de su
actividad, desplazamiento de elementos esenciales de su metabolismo
estandar produciendo efectos de deficiencia y por catalisis de las reacciones de
generacion de moléculas ROS (Reactive Oxigen Species) (Navarro et al.,
2007).

El mercurio (Hg) es uno de los metales pesados que causa mayor
preocupacion por su alta toxicidad en los seres vivos, debido a que su
presencia afecta importantes vias enzimaticas que generan sintomas de
perdida sensorial, reduccion del campo visual, trastornos de coordinacion,
disartria, alteracion auditiva (Osores et al., 2010). Aunque se considera poco
peligroso en forma metélica y en sales minerales, sus compuestos organicos
son muy toxicos para el hombre (Roldan, 1992). Su baja concentracion en los
océanos (0.3 ppm) representa serio peligro por su acumulacion en los peces (a
través de la cadena alimenticia) que sirven de alimento humano o animal,

ocasionando intoxicaciones graves (Meseldzic, 1977).

El Hg es un elemento sumamente toxico que ocasiona la muerte de
organismos a concentraciones muy bajas, habiéndose determinado la LCso de
0.8 a 0.23 ppm en peces, de 0.5 a 0.05 ppm en crustaceos y de 0.5 a 32 ppm
en moluscos durante 96 horas de exposicion (Armas & Armas, 2001). En
Emerita analoga la LCso de mercurio se presenta a una concentracion de 14.2
mg L™ a 48 de exposicién (lannacone y Alvarifio, 2003). Para el ser humano, se
considera aceptable una concentracién de mercurio en sangre de 10 p L*
(Osores et al., 2010).

Este metal pesado procede de diferentes industrias, principalmente de la
actividad minera, la cual emplea mercurio en la refinacion de metales tales
como el oro la plata y el zinc (UNEP, 2008). Entre otras fuentes contaminantes
de mercurio se hallan productos comerciales como baterias, instrumental

médico, cosméticos, plaguicidas y biocidas, etc. (Weinberg, 2011).

Debido a la alta toxicidad del Hg, es necesaria la aplicacion de medidas de
atenuacién o remediacion, destacando el uso de las microalgas que, por sus

caracteristicas de nutricibn mineral, tienen la capacidad de neutralizar o



asimilar una amplia gama de sales minerales y elementos quimicos tales como
los metales pesados. Las microalgas son organismos autétrofos unicelulares
gue habitan diversos ambientes acuéticos en todas las latitudes y ecosistemas
del planeta (Barsanti & Gualtieri, 2006; Ynga, 2011; Drekman et al., 2013).

La eliminacion de iones de metales pesados utilizando microorganismos se ha
convertido en un tema de interés cientifico (Kim et al., 1995). Elevadas
concentraciones de metales pesados pueden ser toxicos para muchas
especies (Konopka et al., 1999) sin embargo, algunos microorganismos son
capaces de tolerar concentraciones relativamente altas, regulando mecanismos

biolégicos para desintoxicarse (Vilensky et al., 2002; Al-Homaidan, 2006).

Actualmente, las microalgas han cobrado especial interés como una alternativa
para el tratamiento de efluentes por las ventajas que representa la obtencion de
biomasa util y la posibilidad de mitigar emisiones de efecto invernadero;
ademas, por su capacidad remediadora mediante la eliminacion o
biotransformacion de contaminantes presentes en medio liquido o gaseoso en
biomasa algal. Las microalgas permiten la recuperacion de elementos quimicos
asimilados mediante la cosecha o concentracion de la biomasa generada
resultando en un sistema de cultivo con doble beneficio: eliminacion de
contaminantes y produccion de biomasa con fines comerciales (Hernandez &
Labbé, 2014).

Scenedesmus, es un género de clorofita ampliamente estudiado con probadas
capacidades para la remocién de iones metalicos como uranio, cobre, cadmio,
zinc, cobalto y cromo (Travieso et al., 2002; Pefia et al., 2004; Perales, 2006).
La microalga Sc. acutus (Meyen, 1829) se caracteriza, segun Garibay et al.,
2009), por su organizacion cenobial que habita cuerpos de agua dulce y/o
contaminadas creciendo en condiciones adecuadas de temperatura (28+2 °C) y
de pH (6,5-9,5); asimismo, comunmente se presentan en cenobios de cuatro
células con o sin espinas (Azpiroz, 1984). También se caracteriza por su
capacidad de soportar elevadas concentraciones de nutrientes contenidos en
aguas residuales, poseer actividad metabdlica elevada, resistir variaciones
ambientales que le permiten sobrevivir en condiciones extremas (Andrade,

2009), lo que le permite ser muy eficientes en el tratamiento de efluentes

3



contaminados (Saenz et al., 2003; Méndez et al., 2010; Ardila, 2012; Barreto &
Purizaga, 2013).

La especie Sc. obliqguus ha sido exitosa en la eliminacién de cromo de aguas
galvénicas con eficiencia del 27%, elevando su eficiencia hasta 95% cuando
son inmovilizadas (Pellon et al., 2003). Por otro lado, Cordero et al. (2005), en
cultivos de Tetraselmis chuii, determiné que 5 ppm de mercurio ocasiona la
mayor letalidad al 50% de la poblacion en 48 h de exposicidn.

Por otro lado, Moreno (2007) evalud el efecto que ejercen los metales cadmio y
vanadio sobre el crecimiento, morfologia y contenido de pigmentos de las
microalgas Scenedesmus sp. y Dunaliella viridis encontrando alteraciones en
los organelos involucrados en la produccién de pigmentos (cloroplastos) y en
los encargados de almacenamiento de metabolitos energéticos (pirenoides y
vacuolas lipidicas), ademas observo mayor efecto inhibitorio en el crecimiento
poblacional de Scenedesmus sp.; sin embargo, ambas especies presentaron
mecanismos de adaptabilidad al estrés, lo que permitiria su utilizacion como
biorremediadores o bioindicadores de la contaminacién de los cuerpos de

agua.

La eliminacion del mercurio por microalgas ha sido estudiada por Gracia
(2016), quien evalia la remocion de este metal en aguas residuales,
procedentes de la extraccion artesanal del oro, utilizando cepas nativas de
Ecuador de los generos Pleurococcus, Scenedesmus y Chlorella, obtuvo
porcentajes de remocion del 93, 76 y 97 % para cada especie respectivamente.
Esto demuestra la alta capacidad que tienen los microorganismos, como las

microalgas, para asimilar el mercurio contenido en efluentes contaminados.

Debido a la alta toxicidad de los metales pesados, especialmente el mercurio,
la salud humana se ve perjudicada por la exposicién cronica, sobre todo
efectos negativos como temblores, hipertrofia de tiroides, taquicardia, gingivitis,
cambios en la personalidad, eretismo, pérdida de memoria, depresion severa,
delirios y alucinaciones; ademas, hay dafio renal por exposicién crénica al
mercurio, siendo los aspectos neuroldgicos los principales efectos del

metilmercurio en adultos, mientras que la exposicion durante el embarazo



provoca la aparicion de lesiones congénitas del sistema nervioso (Soo et al.,
2013), por ello es necesario desarrollar una metodologia o sistema que permite
su retiro del ambiente liquido mediante el uso de los cultivos microalgales.

En tal sentido, los resultados del presente trabajo estan orientados a sentar las
bases para establecer una metodologia conducente a reducir o eliminar el
mercurio presente en los efluentes, principalmente mineros, y mitigar su
negativo impacto en el medio acuético; asimismo, propiciar la blusqueda de
nuevas especies microalgales con mayores tasas de asimilacién del mercurio a
fin de ampliar el uso de microalgas en la biorremediacion de efluentes
contaminados con metales pesados y escalar los resultados con la finalidad de
remediar grandes volumenes de agua y reducir los costos de remediacion. En

consecuencia, se plantean los siguientes objetivos:

1.1. Objetivo general:

» Determinar la bioacumulacion de mercurio por la microalga Sc. acutus,

en condiciones de laboratorio.

1.2. Objetivos especificos:

»Determinar la tasa de asimilacion a diferentes concentraciones de
mercurio (1, 25 y 5.0 mg L% por la microalga Sc. acutus en

condiciones de laboratorio.

»Determinar la biomasa y crecimiento poblacional de la microalga Sc.
acutus de diferentes concentraciones de mercurio (1, 2.5y 5.0 mg L™

en condiciones de laboratorio.



MATERIALES Y METODOS

2.1. Localizacién de experimento

2.2.

El trabajo experimental se realiz6 en el Laboratorio de Cultivo de Especies
Auxiliares de la E.A.P. de Biologia en Acuicultura y en el Instituto de
Investigacion de Agroindustria, pertenecientes a la Universidad Nacional

del Santa, ubicada en la ciudad de Nuevo Chimbote.

Caracteristica de la cepa microalgal
La cepa de la microalga Sc. acutus fue proporcionada del Laboratorio de

Cultivo de Especies Auxiliares y mantenida en crecimiento con el medio de
cultivo HM (Merino, 2003). Las principales caracteristicas son su forma
ovalada carente de movimiento propio y la formacién de colonias,

generalmente, de cuatro células (Fig. 1).

Figura 1. Células de Sc. acutus observadas al microscopio (obj. 40 x).

2.3.

Preparacion del medio de cultivo
Los cultivos iniciales para la generacion de in6culo, asi como los cultivos
experimentales y controles fueron dosificados con el medio de cultivo HM,
preparado con fertilizantes agricolas en la que los nutrientes N, P, Ky Fe
fueron abastecidos de soluciones patrones cuyas preparaciones estan
consignadas en la Tabla 1. Las soluciones patrones, por contener altas
concentraciones (g L™) de determinado nutriente, son dosificados
volumétricamente a la suspension microalgal (mL L™) con la ventaja de su

facilidad y precisién de su dosificacion.



Tabla 1. Composicion quimica del medio de cultivo HM.

Macronutriente

Sustancia Soluciones Stock ] .
Stock (g/100 mL) Cultivo (mg L™)

Urea 20.6 g/100 mL N 9.613 96.13
KCl 1.9 g/100 mL P 0.996 9.96
HsPO, (85%) 3.5 g/100 mL K 1.116 11.16
FeS0,5H,0  0.25 g/100 mL Fe 0.060 0.60

2.4. Preparacion de las unidades experimentales
Las unidades experimentales fueron inoculadas con una cepa de Sc. acutus
en fase exponencial procedente de cultivos mantenidas en laboratorio e
iniciandose los cultivos experimentales con concentracién de 1.00 x 10° cel
mL™, las mismas que fueron dispuestas linealmente sobre una mesa de
concreto del laboratorio de Cultivos de Especies auxiliares de la E.A.P.

Biologia en Acuicultura.

2.5. Disefio experimental.
Se empleé el disefio experimental de estimulo creciente con tres
tratamientos experimentales y un tratamiento control y tres repeticiones
cada una. Los cultivos fueron dosificados con 1,0, 2,5y 5,0 mg L™ (Tabla 2)

de Hg una sola vez al inicio de los ensayos.

Tabla 2. Tratamientos en los cultivos microalgales de la investigacion.

Tratamientos Repeticiones Especificaciones

T. r, r2, Is 0 mg L' Hg

T, r, rz, Is 1.0 mg L™ Hg
T> r, rz, Is 2.5 mgL™* Hg
T3 r, rz, Is 5.0 mgL* Hg




2.6.

2.7.

Acondicionamiento de las unidades experimentales

Los cultivos de Sc. acutus fueron realizados en botellas plasticas de 1.5
L de volumen total con 1 L de cultivo distribuidos al azar (Fig. 2), y
mantenidos con iluminacién constante con fluorescentes de 40 watts.
Todos los cultivos fueron agitados mediante la inyeccién de 1 L min™ de
aire con la finalidad de evitar la sedimentacién de las microalgas, asi

como optimizar el contacto alga-mercurio.

Figura 2. Distribucion de las unidades experimentales.

Preparacion de la solucion patréon del mercurio

Se utilizé cloruro de mercurio (HgCl,), proporcionado por el Laboratorio
de Biologia de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional del
Santa, en cantidades (g) que permitan obtener la concentracion final de
1000 ppm de mercurio considerando el peso atémico del mercurio

(200.59) y peso molecular del HgCl, (270.69) aplicando la siguiente

ecuacion.
1000 mg. Hg X Peso molecular HgCl,
L Peso atdbmico Hg

Reemplazando:

1000 mg. Hg X 270.69 HgCl2 = 1.35mg L™ HgCl,
L 200.59 Hg

En consecuencia, 1.35 g de HgCI, diluido en 1 L de agua bidestilada

contendra 1000 mg L™ de mercurio. Los cultivos experimentales fueron



2.8.

2.9.

dosificados con 1.0, 2.5 y 5.0 mL de la solucién patrén por litro de
cultivo, equivalente a 1.0, 25 y 50 mg L' (ppm) de mercurio,

respectivamente.

Evaluacion de los parametros de cultivos

Se registraron diariamente las variaciones de la temperatura con un
termometro digital marca BOECO de 0.1 se sensibilidad y el pH con un
pH-metro digital marca OAKCTO de 0.1 de sensibilidad.

Determinacion de la biomasa y crecimiento poblacional

La biomasa algal (g L*) de los cultivos fueron determinados por
fotocolorimetria requiriéndose la elaboracion de una curva de calibracion
para correlacionar la biomasa (Fig. 3) con el método gravimétrico (Ayala,
2007). Las determinaciones fotocolorimétricas fueron realizadas con un
espectrofotometro marca Thermo Fisher Scientific utilizando longitudes
de onda de 680 nm, segun lo establecido por Bermeo (2011), aplicando

la siguiente formula:

Biomasa (g L™*) = (Abs.eg0 — ordenada del origen) / pendiente

Curva de calibracion - Lineal (Curva de calibracion)
1,2
1
3 0,8
© 06
204 y =2,0633x+0,1124
0,2 R%=0,9885
0]
0] 0,1 0,2 0,3 04 0,5

g.L-1

Figura 3. Curva de calibracién para expresar la biomasa algas en g L™.



El crecimiento poblacional de los cultivos de Sc. Acutus y las tasas de
crecimiento (i) se determinaron mediante contajes diarios de las
poblaciones microalgales utilizando una cAmara Neubauer de 0,1 mm de
profundidad y un microscopio compuesto marca OLYMPUS con aumento
de 40x y aplicando la férmula de Guillard (Guillard, 1973):

U =In (N¢/Nj
th—1
Donde N; y N corresponde al nUmero de células inicial y final en los
tiempos inicial y final (t y t2), respectivamente. Con los datos obtenidos
se elaboraron las curvas de crecimiento poblacional para cada uno de

los tratamientos.

Para determinar el tiempo de duplicacion poblacional (TD) se utilizo la

formula segun Guillard (1975).

Donde u corresponde a la tasa de crecimiento y In(2) es el logaritmo

natural de 2.
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2.10.

2.12.

Determinacion del Hg por espectrofotometria de absorciéon atdmica
El contenido de Hg (mg L™) de todas las muestras fueron determinadas
por espectrofotometria de absorcién atdmica en el Laboratorio Colechbi
S.A.C. (Anexo 9).

Con los datos de las concentraciones del Hg en las suspensiones algales
se procedio a calcular las tasas de asimilacion, intensidad y capacidad de
absorcion de dicho metal por la microalga Sc. acutus, aplicando las

siguientes ecuaciones:

La tasa de asimilacion (T.A):

T.A (%) = (Hpr — Hp;) x 100
Hp;

Donde:
Hpi = concentracién de mercurio inicial.

Hps = concentracion de mercurio final.

Analisis estadistico

Los datos de crecimiento poblacional y tasa de asimilaciéon de mercurio
se sometieron a un andlisis de varianza (ANOVA) y prueba de
comparacion multiple de Duncan para demostrar la existencia de
diferencias significativas entre los distintos tratamientos. Para el analisis

estadistico se utilizé el software SPSS version 21 para Windows 8.1
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1. RESULTADOS
3.1. Evaluacion de los pardmetros de cultivo

3.1.1 Temperatura
Las temperaturas registradas tuvieron un promedio minimo de 24,3 °C y
un maximo de 24,9 °C, durante los dias de cultivo

—+— CONTROL (HM) 1.0 —0=25 —50 oM (ppm)

o

I

3

©

[e}]

o

£

8 23 1 : : : = ’ ; !
0 1 2 3 4 5 © !

Dia de Cultivo

Figura 4. Variacion del promedio diario de la temperatura en los cultivos de Sc.
acutus a diferentes concentraciones de Hg.

Las variaciones diarias de la temperatura de los cultivos mostraron
variaciones significativamente similares (p>0,05) durante todos los dias

(fig. 4; anexo 1).

3.1.2 pH
Los valores de pH registrados presentaron un promedio minimo de 7,40

y un maximo de 8,73, durante los dias de cultivo (fig. 5; anexo 3).

—— CONTROL (HM) 1,0 ——25 ——50 CM (ppm)
10 +
g 4
T8+ o—
7+
6 } } } } } } i
0 1 2 3 4 5 6 7
Dia de Cultivo

Figura 5. Variacion del promedio diario del pH en los cultivos de Sc. acutus a
diferentes concentraciones de Hg.
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3.1.3

Los valores de pH en los tratamientos mostraron paulatinos incrementos
durante los primeros dias de cultivo, seguido de ligeras declinaciones
después del tercer dia, manteniéndose condiciones alcalinas con pH
encima de 7,40 (fig. 5; anexo 3).

Crecimiento de los cultivos de Sc. acutus

Crecimiento en biomasa

La biomasa microalgal (mg L™) de Sc. acutus de todos los tratamientos
se muestran la siguiente tabla 3 y estan graficados en la figura 6,

durante los 7 dias de cultivo.

Tabla 3. Biomasa microalgal promedio (mg L™) diaria (+ desviacion
estandar) en los cultivos de Sc. acutus utlizando diferentes
concentraciones de mercurio (CM).

] 1
R CONTROL (HM) CMme L)
1.0 2.5 5.0
0 28.2 +0.0° 28.2 +0.0° 28.2 +0.0° 28.2 +0.0°
1 61.6 +5.8° 52.4 £2.7° 41.8 +2.2° 45.6 +5.6™
2 127.3 +8.0° 120.3+2.72 106.0 +2.8° 101.9 £2.2°
3 261.8 +7.6° 250.9 +8.1° 236.0 +6.3" 215.0 £3.1°
4 368.9+15.2% 356.3+8.2% 324.2 +6.0° 317.6 +3.2°
5 439.8+10.3% 417.5+6.7° 411.5+10.7° 392.8 +3.0°
6 467.3+9.0° 427.08.2° 415.7 +6.4" 403.6 +7.1°
7 486.2 +13.5% 441.9 +11.6° 437.35.6" 405.7 +7.2°

Letras diferentes en el mismo dia, indican diferencias significativas con a=0,05.

La mayor cantidad de biomasa se obtuvo en el tratamiento control el cual no

estuvo sometido a dosis de mercurio. En los tratamientos experimentales la

produccién de biomasa fue significativamente menor (p<0,05) por el efecto

toxico del mercurio sobre la microalga. Si bien la biomasa obtenida en los

cultivos experimentales fue baja, se observé un incremento de esta en

todos los tratamientos durante todo el experimento.
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—— CONTROL (HM) 1,0  —0—25 ——50 CM (ppm)
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Dia de Cultivo

Figura 6. Variacion de la biomasa microalgal de Sc. acutus cultivadas a diferentes
concentraciones de Hg.

Los tratamientos iniciaron con un promedio de biomasa de Sc. acutus de 28.2
mg L™, las mismas que se incrementaron en el tiempo. El primer dia de cultivo,
los menores promedios de biomasa de Sc. acutus (p<0,05) fueron
determinadas en los tratamientos de 2.5 y 5.0 ppm de Hg con valores de 41.8
mg L™ y 45.6 mg L, respectivamente, y el mayor valor (61.6 mg L™) en los
cultivos controles. En el segundo dia, los menores valores promedios se
determinaron en los cultivos dosificados con 2.5 y 5.0 ppm, con valores de
106.0 mg L™ y 101.9 mg L™, respectivamente, mientras que los valores mas
altos de 127.3 y 120.3 mg L™ se determinaron en los controles y con 1.0 ppm

de Hg, respectivamente.

Similares tendencias se presentaron en el dia 3, con los menores valores en
los cultivos dosificados con 2.5 y 5.0 mg L* (236.0 y 2150 mg L%,
respectivamente), seguido de los de 1.0 ppm de Hg con 250.9 mg L™; mientras
que los controles presentaron el mayor valor (261.8 mg L™?). Igualmente, en el
cuarto dia, los cultivos dosificados con 2.5 mg L* y 5.0 mg L™ ,presentaron los
menores valores de 324.2 y 317.6 mg L™, respectivamente; mientras que los
controles y los dosificados con 1.0 ppm de Hg, presentaron los valores mas

altos (368.9 y 356.3 mg L™, respectivamente).

14



A partir del quinto dia de cultivo, se observan ligeros incrementos de la
biomasa de los cultivos, siendo menores en aquellos dosificados con 5.0 ppm
de Hg (392.8 mg L™) seguido de los de 1.0 ppm (417.5 mg L™) y de los de 2.5
ppm (411.5 mg L™). El mayor valor promedio de biomasa fue determinado en el
control (439.8 mg L™). Asimismo, en el dia 6, los menores valores de biomasa
fueron determinados en los dosificados con 5.0 ppm (403.6 mg L) seguido de
las de 1.0 ppm (427.8 mg L) y de las de 2.5 ppm (415.7 mg L™); mientras que
los controles mantienen los valores mas altos (467.3 mg L™).

Finalmente, en el dia 7, los cultivos mantuvieron la misma tendencia con los
valores de 405.7, 441.9 y 437.3 mg L™ en los cultivos dosificados con 5.0, 1.0 y
2.5 ppm de Hg, respectivamente; mientras que los controles mantuvieron el

mayor valor (486.2 mg L™).

Crecimiento en densidades poblacionales

Las densidades poblacionales (cél mL™) durante los 7 dias de crecimiento de
los diferentes tratamientos de los cultivos de Sc. acutus son mostradas en la
tabla 4 y fig. 7.

Tabla 4. Densidades poblacionales promedio (x10° cél. mL™) diarias (+ desviacién
estdndar) en los cultivos de Sc. acutus utilizando diferentes concentraciones de
mercurio.

i Hg (mgL™)
C?JIIf\TIIDVEO CONTROL
1.0 2.5 5.0
0 1.00 +0.00% 1.00 +0.00% 1.00 +0.00% 1.00 +0.00%
1 2.18 +0.21° 1.86 +0.09° 1.48 +0.08° 1.61 +0.20"
2 4.51 +0.282 4.26 +0.10% 3.75 +0.10° 3.60 +0.08°
3 9.27 +0.272 8.84 +0.21° 8.34 +0.22° 8.34 +0.11¢
4 13.06 +0.542 12.62 +0.292 11.45 +0.21° 10.05 +0.10°
5 15.57 +0.362 14.80 +0.24° 14.53 +0.38° 13.27 +0.10°
6 16.55 +0.32?2 16.35 +0.32?2 15.22 +0.23° 13.19 +0.23°
7 17.22 +0.482 16.92 +0.45% 16.01 +0.21° 12.44 +0.22°

Letras diferentes en el mismo dia, indican diferencias significativas con a=0,05.
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Todos los tratamientos iniciados con densidades poblacionales de 1.00 x10° cél
mL™ muestran similares tendencias en el crecimiento durante los 3 primeros
dias, mostrando los cultivos controles los valores mayores seguidos de
aquellos dosificados con 1.0, 2.5y 5.0 ppm de Hg. Asi tenemos que el dia 1 los
controles alcanzaron densidades de 2.18 x10° cél mL™, seguido de 1.86; 1.48 y
1.61 x10° cél mL™, respectivamente; mientras que los valores en los dias 2 y 3
son, respectivamente, de 4.51, 4.26, 3.75 y 3.60 x10° cel mL™?, y de 9.27, 8.84,
8.34 y 8.34 x10° cel mL™.

—+— CONTROL (HM) 1,0 —=25 ——=50¢cM (ppm)

N
o
|
1

—_
4]
|
1

—_
o
|
1

[4)]
|

Densidad Celular {x108 cél. mL")

0+ } } } }
0 1 2 3 4 5 6 7
Dia de Cultivo

Figura 7. Variaciéon de las densidades celulares de Sc. acutus cultivadas a diferentes
concentraciones de Hg.

Al cuarto dia de cultivo, los cultivos dosificados con 5.0 ppm de Hg presentaron
la menor densidad poblacional (10.05 x10° cél mL™) seguido del tratamiento
con 2.5 ppm de Hg (11.45 x10° cél mL™), y los mayores valores en los
controles (13.06 x10° cél mL™) y en los de 1.0 ppm de Hg (2.62 x10° cél mL™).
Estas mismas tendencias fueron observadas en los siguientes dias, asi
tenemos que en el dia 5, las menores densidades poblacionales fueron
determinados en los dosificados con 5.0 ppm de Hg (13.27 x10° cél mL™),
seguido de los tratamientos con 1.0 ppm y 2.5 ppm de Hg, con 14.80 x10° cél
mL™y 14.53 x10° cél mL™, respectivamente, y los controles alcanzaron valores
maés altos (15.57 x10° cél mL™). En el dia 6, los menores valores de la densidad
poblacional fueron determinados en los tratamientos, con valores de 13.19,

15.22 y 16.35 x10° cél mL™ para las dosificaciones de 5.0, 2.5y 1.0 ppm de Hg,
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respectivamente; sin embargo, los controles presentaron valores (16.55 x 10°

cel mL™) estadisticamente similares al tratamiento con 1.0 ppm de Hg.

Al final del cultivo, las menores densidades poblacionales se estuvieron en los
dosificados con 5.0 ppm de Hg (12.44 x10° cél mL™), seguido del tratamiento
con 2.5 ppm de Hg (16.01 x10° cél mL™), mientras que las mayores densidades
celulares fueron determinadas en el control y 1.0 mg L™ de Hg, con 17.22 x10°
y 16.92 x10° cél mL™®, respectivamente.

Tasa de crecimiento y tiempo de duplicacion poblacional de Sc. acutus
La tasa de crecimiento (u) y tiempo de duplicacion poblacional de la microalga
Sc. acutus, fueron evaluadas al quinto dia de cultivo cuyos valores se muestran

en latabla5y fig. 8.

Tabla 5. Tasa de crecimiento (M) y tiempo de duplicacion (TD) poblacional (+
desviacion estandar) de los cultivos de Sc. acutus utlizando diferentes
concentraciones de mercurio (CM).

, CM (mg L™)
PARAMETRO CONTROL (HM)
1.0 2.5 5.0
No 1.00 +0.00 1.00 +0.00 1.00 +0.00 1.00 +0.00
N 15.57 +0.36 14.80 +0.24 14.53 +0.38 13.27 +0.10
pdh 0.549 +0.005*  0.539 +0.003°  0.535+0.005°  0.517 +0.002°
TD (d) 1.263+0.011°  1.286 +0.007°  1.296 +0.012°  1.342 +0.004°

Letras diferentes en el mismo dia, indican diferencias significativas con a=0,05.
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Figura 8. Promedios de la tasa de crecimiento (u) y tiempo de duplicacién (TD)
poblacional de Sc. acutus cultivadas a diferentes concentraciones de Hg.

La tasa de crecimiento poblacional (u), durante los primeros 5 dias de
crecimiento de los cultivos, fue significativamente menor (p<0,05) en el
tratamiento con 5.0 ppm de Hg (0.517 d!) seguido de los tratamientos con 1.0
ppmy 2.5 ppm de Hg con valores de 0.539 d* y 0.535 d™, respectivamente, y
el control presenté el mayor valor (0.549 d*); asimismo, el tiempo de
duplicaciéon poblacional (TD) fue significativamente menor (p<0,05) en el control
(1.263) seguido de los tratamientos con 1.0 ppmy 2.5 ppm de Hg con 1.286 y
1.296, respectivamente, mientras que los dosificados con 5.0 ppm de Hg

presentaron el valor mas alto (1.342).

3.3. Tasa de asimilacion de mercurio en Sc. acutus

La tasa de asimilacién de mercurio (TA) y el contenido del mercurio asimilado
por gramo de biomasa de Sc. acutus de todos los tratamientos, en el dia 7, se
observa que, pese a las diferencias estadisticamente significativas, dichas
tasas son bastante altas con valores de 98.16 %, 99.14 % y 99.67 % para los
cultivos dosificados con 5, 2.5 y 1.0 respectivamente; asimismo, la cantidad de
mercurio asimilado por la biomasa algal (mg g™) presentan notoria tendencia a

incrementarse con el aumento de la dosificacion del mercurio (Tabla 6).
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Tabla 6. Tasa de asimilacién del mercurio (TA) y contenido de mercurio en la biomasa
(B) de Sc. acutus cultivado con diferentes concentraciones de mercurio a 7 dias de
cultivo.

PARAMETRO Mercurio (mg ™)
1 2.5 5
Ci(mg L™ 1.004 +0.000 2.511 +0.000 5.026 +0.000
Cf (mg L™ 0.003 0.001 0.022 +0.008 0.093 +0.014
A asimilacién 1.001 +0.001 2.489 +0.008 4.933 +0.014
TA (%) 99.67 +0.06° 99.14 +0.33° 98.16 +0.28°

Letras diferentes en el mismo dia, indican diferencias significativas con a=0,05.

PARAMETRO Mercurio (mg ™)
1 2.5 5
Bi (mg L™ 28.2 +0.0° 28.2 +0.0° 28.2 +0.0°
Bf (mg L™) 4419 +11.6° 437.3 156" 405.7 #7.2°
A (mg LY 413.7 +115° 409.1 +5.5° 3775 +7.1°
B (mg g™?) 2.42 +0.066 6.08 +0.081 13.07 +0.233

Letras diferentes en el mismo dia, indican diferencias significativas con a=0,05.

3.4. Cambio de coloracion a diferentes concentraciones de Hg en las
células de Sc. acutus.

Durante el desarrollo de los ensayos se han observado cambios en la
coloracion de los cultivos que van desde el color verde caracteristico hasta su
total decoloracion para luego tornar paulatinamente a su color natural (Fig. 9),
asimismo, se han observado formacién de granulaciones oscuras intracelulares
(Fig. 10).

\it

=

Figura 9. Formacién de granulaciones oscuras intracelulares.
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Fig. 10. Variacion de la coloracion a diferentes concentraciones (T; =1 mg L' Hg, T, =
2.5mg L™, Ts =5 mg L ™" Hg) durante los dias de cultivo.
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IV. DISCUSION

Durante la realizacion de los ensayos, la temperatura y el pH de los cultivos no
influyeron en los resultados obtenidos por estar dentro de los rangos
adecuados, asi tenemos que el rango de 24.3 °C y 24.9 °C es cercano al
recomendado (Abalde et al., 1995; Marquez, 2016), y el pH de 7.40y 8.73 esta
en el rango de 6.5 a 9.5 recomendado por Garibay et al. (2009).

En el crecimiento microalgal, denota la eficiente utilizacion de los nutrientes y el
efecto negativo del mercurio en el crecimiento de Sc. acutus; sin embargo,
como menciona Inthorn et al. (2002), menores densidades poblacionales seran
encontrados cuanto mayor es la concentracion de Hg, y en comparacion al

grupo control, seria consecuencia de la toxicidad del metal.

Del mismo modo, considerando la tasa de crecimiento control (p) de 0.549 d*,
los menores valores determinados en los cultivos dosificados con 5 ppm de
mercurio (0.517 d*) revelan que su efecto es mayor, que aquellos dosificados
con 1.0 ppm (0.539 d*) y con 2.5 ppm (0.535 d*) de Hg (Tabla N° 5). Segun
Griffiths et al., (2012) y Roleda et al. (2013); La tasa maxima del crecimiento
indica el potencial biolégico de una especie cuando su concentracion celular o
biomasa no es la mas alta en la cual no existe deficiencia de nutrientes o de la
luz, por lo tanto, las menores concentraciones de Hg (1.0 y 2.5 mg L™ no
afectan notoriamente el crecimiento microalgal en comparacién a la mayor
concentracion del mercurio (5.0 ppm) utilizada en la presente experiencia. Esto
tiene cierta relacion con lo observado por Imani et al. (2011) en Dunaliella que
toleré 30 y 40 ppm de mercurio, pero disminuyo su crecimiento como un efecto

negativo en el crecimiento poblacional.

También se han demostrado que el Hg no afecta sensiblemente el crecimiento
poblacional, asi tenemos los valores reportados por Toyub et al. (2008) en Sc.
obliquus (0.32 d* a 0.42 d) y los de Roleda et al. (2013), en Nannochloropsis
oculata (0.481 d); Isochrysis galbana (0.451 d*) y Odontella aurita (0.131 d™%),
de tal manera que el crecimiento de Scenedesmus se ve afectado por la

presencia de Hg, incluso a concentraciones bajas; por lo que algunas cepas no
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deben considerarse estrictamente resistente al Hg sino mas bien tolerante
(Baldi, 1997).

La tolerancia al Hg de Scenedesmus spp. Se debe a la produccion de cenobios
gue protegen las células del estrés del metal Hg, ademas, los mecanismos de
conversion quimica, que presumiblemente ocurren intracelularmente, y produce
una especie de Hg con menos reactividad en el metabolismo celular (Capolino
et al., 1997), pero que permite, como lo demostrado en el experimento, que la
especie de Sc. acutus, logre importantes densidades poblacionales, dado su
caracter tolerante para las concentraciones entre 1 a 5ppm de Hg,

En el caso de la biomasa microalgal, al final del experimento, los cultivos
controles presentaron mayor biomasa (486.2 mg L™) que los dosificados con
5.0 mg L™de (405.7 mg L™), seguido de los de 1.0 mg L y 2.5 mg L™ de Hg, con
441.9 mg L™ y 437.3 mg L, respectivamente. De acuerdo a Davis et al.,
(2003), el incremento de la biomasa es a expensas de los nutrientes aportados
inicialmente y que son paulatinamente consumidos, no obstante, este
incremento puede ser interferido por la presencia y concentracion del mercurio
en la suspension microalgal, mas aun, el efecto negativo es mayor con la
mayor concentracion del Hg, siendo el natural intercambio idénico de la biomasa
una propiedad que permite la eliminacion selectiva de metales pesados

divalentes toxicos como el mercurio.

Como se ha mencionado anteriormente, las concentraciones del Hg (1 - 5 mg L
1 no alteran sensiblemente la generacién de biomasa de Sc. acutus, que segin
Monteiro et al. (2012), la cantidad de metales eliminados mejora con el
aumento de la biomasa, debido a la disponibilidad de mayor niamero de sitios
de union al metal; sin embargo, altos niveles de biomasa presentan
disminuciones en la eliminacion de metales debido a la reduccion de la
superficie efectiva para la adsorcién, ademas de la disminucion de la distancia
media entre los sitios de adsorcién disponibles de cada célula presentandose
un “efecto de pantalla” por la densa capa externa de células y bloqueo de los
sitios de unidon dando como resultado una menor eliminacién de metal por
unidad de biomasa (Bishnoi et al., 2004). Este efecto se ha demostrado en la

marcada reduccién de la absorcién de Pb?* (121 a 21 mg g*) en Spirulina
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maxima cuando la concentracién de biomasa aumenta de 0.1 a 20 g L™ (Gong
et al., 2005); en consecuencia, existe una biomasa éptima para obtener una
mejor absorcion metales, ya que el aumento de la concentracion de biomasa
mas alla de un cierto umbral podria probablemente causar una disminucion en
el nivel de unién de metal por unidad de masa celular (Esposito et al., 2001).
Por lo que la especie en estudio (Sc. acutus), es buena candidata para el
tratamiento de aguas residuales, dado que permite el crecimiento y la
generacién de biomasa entre las concentraciones de 1 a 5ppm de Hg.

Las microalgas son los bioabsorbentes mas importantes para concentrar
elementos contaminantes, cuyas capacidades son altas, por ejemplo, Inthorn et
al. (2002), determinaron remociones de Hg de las microalgas verdes
Scenedesmus sp. (97 %), Chlorococcum sp. (96 %), Chlorella vulgaris (94 %) y
Fischerella sp. (92 %); y de las verde-azuladas Lyngbya spiralis (96 %),
Tolypothrix tenuis BBC 100 (94 %), Stigonema sp. BCC 92 (94 %) Phormidium
molle (93 %) y Lyngbya heironymusii (92 %). En nuestras experiencias se ha
demostrado la elevada capacidad de Sc. acutus de asimilar Hg en todos los
tratamientos experimentales, con valores de 99.67, 99.14 y 98.16% en los
cultivos dosificados con 1.0, 2.5 y 5.0 ppm de Hg. La asimilaciéon del mercurio
por la biomasa algal aumenta con la dosificacion de dicho metal alcanzando
valores de 2.42, 6.08 y 13.07 en los cultivos dosificados con 1.0, 2.5 y 5.0 ppm

de Hg, respectivamente.

La capacidad de asimilacion, se explica por la unién del Hg a las células,
seguido de un transporte activo a través de la membrana celular al citoplasma,
precipitacion intracelular de complejos de metal insoluble, formacion de
complejos con metabolitos excretados, asimismo, se activa el bombeo celular
para mantener bajos niveles del elemento toxico dentro de la célula, cambio del
estado de oxidacion del metal tornandola menos toxica, vaporizacion y
eliminacién mediante la conversién de un metal toxico en una especie quimica
volatil, uniébn a proteinas o polisacaridos citoplasmaticos para restringir la
toxicidad del metal y la metilacion enzimatica para impedir reacciones toxicas
dentro de la célula (Monteiro et al. 2012). De todos los mecanismos de

resistencia a los metales téxicos mencionados, Mehta & Gaur (2005),
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consideran que los mas comunes y eficientes son la complejacion y la

microprecipitacion.

Entonces, el proceso de asimilacion de iones metalicos por las microalgas,
especialmente en Sc. acutus, se realiza en un primer momento en la pared
celular, que es la primera barrera, por lo que se ha propuesto que la interaccion
con las paredes o membranas celulares es la fase inicial de exposicion y
reaccion de los metales pesados con las proteinas, carbohidratos y lipidos
presentes en dichas superficies (Crist et al., 1981; Donmez et al., 1999;
Monteiro et al., 2012).

Las areas celulares que participan en la asimilacion de Hg, se han demostrado
con los estudios en microscopia electronica, incluyendo el andlisis de energia-
dispersion de rayos X, muestran que la mayoria de los sitios de adsorcion de
metales se localizan en las superficies celulares y la adsorcidn via intercambio
i0nico parece ser la principal contribucion (hasta 90%) al total de la absorcion
de iones metalicos por las células de microalgas (Chojnacka et al., 2005;
Tiantian et al., 2011; Maznah et al., 2012; Monteiro et al., 2012), de tal manera
gue la acumulaciéon de metales son bioprocesos basados en el grado de
dependencia metabdlica (Gadd, 1990), acumulacion extracelular/precipitacion
facilitada por adsorcién o complejacion que ocurre con microorganismos Vivos
0 muertos; y la acumulacion intracelular activa (Cossich et al., 2002). En tal
sentido, la asimilacion activa o pasiva de elementos metalicos se denomina
"bioacumulacion®, fenbmeno complejo que comprende tipicamente dos etapas:
una remocion inicial pasiva que ocurre en la superficie de la célula, y una activa
mas lenta que ocurre dentro de la célula (Monteiro et al., 2012). Ambas formas,
han determinado que la asimilacién de Hg por Sc. acutus, se presente de forma
bastante eficiente y permita reciclar casi el total del metal presente en el medio

de cultivo.

Dentro de otras caracteristicas de las microalgas sometidas a metales
pesados, se han observado granulos intracelulares que demuestran la
capacidad de asimilacion activa dentro de vacuolas o libres en el citoplasma
como un mecanismo de tolerancia a los metales pesados o de proteccién

celular (Shanab et al., 2012), que segun Arunakumara & Xuecheng (2008), los
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metales rompen el equilibrio oxidativo de las microalgas, induciendo enzimas
antioxidantes, como la superéxido dismutasa (SOD), la glutation peroxidasa
(GPX) y la ascorbato peroxidasa (APX) cuyas cantidades es un indicador de la
gravedad del estrés causado por los iones metalicos, que para el presente
experimento, si bien es cierto no se ha registrado especificamente esa
caracteristica, se ha evidenciado una estructura poblacional tendiente a
presentar células solitarias (Fig. 10), a una mayor concentracion de Hg, lo que
demuestra el estrés al que estad sometida.

Otro fendmeno observado en el experimento, ha sido la pérdida de coloracion
celular, probablemente debido al impacto negativo de la Hg sobre los
componentes pigmentarios de Sc. acutus; sobre ello se conoce, que la
fotosintesis, un proceso metabdlico importante para los organismos autétrofos,
y se sabe que son muy sensibles a los metales pesados, sobre todo el Hg es
capaz de alterar la maquinaria fotosintética, incluyendo la subunidad Il del
centro de reaccion del fotosistema I, la proteina relacionada con el oxigeno y la
subunidad B de la ATP sintasa cloroplastica (Nicolardi et al., 2012). La toxicidad
de los metales y sus compuestos, sin embargo, depende en gran medida de su
biodisponibilidad, es decir, los mecanismos de captacion a través de las
membranas celulares, la distribucién intracelular, y la unién a macromoléculas

celulares (Azevedo & Rodriguez, 2012).

Ante la pérdida de pigmentos, las microalgas, como muchos organismos, han
desarrollado diferentes mecanismos de tolerancia a la toxicidad por metales
(Perales-Vela et al., 2006). En respuesta a la absorcion excesiva de metales,
las microalgas inducen la produccion de péptidos que se unen al metal,
conocidos como las metalotioneinas clase Il o fitoquelatinas y que impiden que
estos actuen sobre las dianas celulares (Gekeler et al., 1988). Varios estudios
han confirmado la sintesis de fitoquelatinas en respuesta a metales pesados en
microalgas (Robinson, 1989), por lo que se recomienda la utilizacion de las
microalgas como mecanismo de absorcion de la contaminacion ambiental
(Monteiro et al., 2012). Ademas, en las microalgas, la pérdida de clorofilas esta
asociada a estrés ambiental (Hendry & Price, 1993), el contenido de pigmentos

es utilizado como biomarcador en la exposicion a diversos téxicos como

25



guimicos diversos y los metales pesados (Couderchet & Vernet, 2003; Monteiro
et al., 2012). Siendo ello criterios para seleccionar una cepa adecuada para el
tratamiento de aguas contaminadas con metales pesados, sobre todo el Hg, el
que tolere las concentraciones utilizadas (1 - 5 mg L%, las mismas que
permitan el crecimiento de Sc. acutus conservando el crecimiento en calores

importantes.

Algunas microalgas han adquirido mecanismos de adaptacion exitosos
después de la exposicion a contaminantes (Stockner & Antia, 1976) en la que
capacidad de tolerancia del metal varia. Wong & Beaver (1980), compararon
dos especies de microalgas: Chlorella fusca habitante comin en lagos con
altas concentraciones de metales, y Ankistrodesmus bibraianum muy sensible
a los metales. Este efecto es mas pronunciado en Phormidium que en
Pseudochlorococcum y Scenedesmus, segun la concentracion del Hg, lo que
significa que la eficacia del aparato fotosintético parecia estar severamente
alterada por el Hg (Shanab et al., 2012).

Asimismo, Shanab et al. (2012), encontraron que el cambio en el color en
células de Sc. quadricauda tratadas con una concentracién de Hg** de 5 a 10
mg L™, el contenido de clorofila "a" fue fuertemente destruido mientras que el
contenido de proteina fue marcadamente elevado con Hg 5 mg L™, que fue
acompafado con la considerable reduccion en el crecimiento, significando que
este organismo transmitié la mayor parte de la proteina fabricada desde un
estado de crecimiento hasta un estado de supervivencia, asi, el aumento de la
proteina podria ser utilizado en la produccién de fitoquelatina como mecanismo
de defensa (Shanab et al., 2012). Como es conocido, aqui existen varios genes
implicados en la division celular y los implicados en la organizacién celular, en
ambos casos los genes fueron desregulados; por ejemplo, se afectd la
expresion de fibrillina asociada con los plastidos-lipidos; siendo la fibrilina parte
del proteoma plastoglobulado, o que sugiere un impacto de la exposicion a
mercurio sobre la sintesis de cuerpos lipidicos de reserva (Grennan, 2008;
Beauvais-Flick et al., 2017). Esto denota, que la capacidad de asimilacion y el

crecimiento, junto con la tolerancia al metal utlizado (Hg), es a nivel de
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especie, lo que hace a Sc. acutus una especie potencial para el reciclaje de

metales en el medio acuatico.

V.

VI.

CONCLUSIONES

La mayor tasa de asimilacion de Hg (p<0,05) 99.67%, se obtuvo con la
concentracién de 1,0 mgL™, en comparacién con las concentraciones de
2,5 mgL™" 99.14% y 5,0 mgL™ 98.16%, respectivamente.

La mayor produccién de biomasa de Sc. acutus (p<0,05) se obtuvo con
la concentracion de 1,0 mgL™ 441.9 mg L en comparacién cultivos
dosificados con 2,5 mgL*441.9 mg L™ y de 5.0 mgL™ 405,7 mgL™

Las densidades poblacionales significativamente mayores se obtuvieron
en el control 17.22 x10° cél mL™* y 1.0 mg L™ de Hg, siendo 16.92 x10°
cél mL™?, en comparacion a los cultivos de 5.0 mg L™ con 12.44 x10° cél.
mL*y 2.5 mg L™ 16.01 x10° cél. mL™.

RECOMENDACIONES

Evaluar las caracteristicas morfologicas y fisiologicas de Sc. acutus

expuestas al metal mercurio.

Evaluar el efecto del mercurio en el contenido de pigmentos clorofilicos

de Sc. acutus.

Evaluar la tasa de asimilacion diaria de Hg y su efecto en el crecimiento

de Sc. acutus.
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ANEXOS
Anexo 1. Valores de la temperatura (°C) diaria en los cultivos de Sc. acutus

utilizando diferentes concentraciones de mercurio (CM).

CM (ppm)
biape  CONTROL (HM) ” e =
CULTIVO ’ ’ ’
RL R2 R3 RL R2 R3 RIL R2 R3 RIL R2 R3
0 247 249 247 247 246 247 246 250 248 246 24,7 249
1 241 243 24,6 247 245 243 245 251 241 241 245 2472
2 247 243 241 242 242 246 249 243 241 246 243 245
3 249 246 24,7 250 247 246 246 249 243 243 245 248
4 248 242 245 245 250 248 250 244 251 242 245 249
5 245 248 241 248 245 247 249 250 244 250 24,1 246
6 247 249 244 246 245 251 246 24,7 249 243 246 244
7 248 245 249 246 249 248 253 250 243 245 248 251

Anexo 2. Valores promedio de la temperatura (°C, £ desviacion estandar)
diaria en los cultivos de Sc. acutus utilizando diferentes concentraciones de

mercurio (CM).

DIADE - contROL (HM) — M 2“’5"”‘) —
0 24,8 +0,12 24,7 +0,12 24,8 +0,22 24,7 +0,22
1 24,3 +0,32 24,5 +0,22 24,6 0,52 24,3 +0,22
2 24,4 +0,32 24,3 +0,22 24,4 +0,42 24,5 +0,22
3 24,7 +0,22 24,8 +0,22 24,6 0,32 24,5 +0,32
4 24,5 +0,32 24,8 +0,32 24,8 +0,42 24,5 +0,42
5 24,5 10,42 24,7 +0,22 24,8 +0,32 24,6 0,52
6 24,7 +0,32 24,7 +0,32 24,7 +0,22 24,4 +0,22
7 24,7 +0,22 24,8 +0,22 24,9 +0,52 24,8 +0,32

Letras diferentes en el mismo dia, indican diferencias significativas con a=0,05.
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Anexo 3. Valores de pH diario en los cultivos de Sc. acutus utlizando

diferentes concentraciones de mercurio (CM).

CM (ppm)
biapE  CONTROL (HM) ” e =
CULTIVO ’ ’ ’

RL R2 R3 RL R2 R3 RIL R2 R3 RI R2 R3
0 745 755 751 744 7,38 751 753 749 7,62 748 7,37 7,44
1 784 791 789 779 7,94 765 825 794 797 793 796 7,98
2 856 854 849 819 823 825 838 859 843 817 830 8,16
3 874 877 868 832 827 824 856 830 834 812 7,94 8,06
4 855 858 849 806 833 821 798 797 782 758 7,85 7,67
5 861 849 866 7,87 829 853 765 824 785 7,59 741 7,74
6 818 815 826 7,65 785 7,84 801 809 768 7,60 7,52 7,55
7 827 800 832 771 7,65 746 786 7,39 797 723 750 7,47

Anexo 4. Valores promedio de pH (x desviacion estandar) diaria en los cultivos

de Sc. acutus utilizando diferentes concentraciones de mercurio (CM).

i CM (ppm)
C[EJ?T?VEO CONTROL (HM)
1,0 2,5 5,0
0 7,50 +0,052 7,44 +0,072 7,55 +0,072 7,43 +0,062
1 7,88 +0,042° 7,79 +0,15° 8,05 +0,172 7,96 +0,032°
2 8,53 +0,04? 8,22 +0,03" 8,47 +0,11° 8,21 +0,08°
3 8,73 +0,05% 8,28 +0,04° 8,40 +0,14° 8,04 +0,09°
4 8,54 +0,05% 8,20 +0,14° 7,92 +0,09° 7,70 +0,14°
5 8,59 +0,092 8,23 +0,33* 7,91 +0,30 7,58 +0,17°
6 8,20 +0,06 7,78 +0,11% 7,93 +0,22° 7,56 +0,04°
7 8,20 +0,172 7,61 +0,13° 7,74 +0,31° 7,40 +0,15°

Letras diferentes en el mismo dia, indican diferencias significativas con a=0,05.
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Anexo 5. Densidades celulares (x10° cél. mL™) diarias en los cultivos de Sc.

acutus utilizando diferentes concentraciones de mercurio (CM).

CM (ppm)
biapE  CONTROL (HW) ” e =
CULTIVO ’ ’ ’
RL R2 R3 RL R2 R3 RI R2 R3 RI R2 R3
0 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 100 1,00 1,00
1 212 201 241 189 193 175 157 142 145 149 184 151
2 483 430 439 425 436 417 371 367 3,86 358 369 3,54
3 898 951 932 876 907 868 828 859 816 769 7,63 748
4 12,81 13,68 12,70 12,33 12,91 12,61 11,58 11,20 11,56 10,06 10,14 9,94
5 15,49 15,97 1526 14,57 14,79 1504 14,16 14,52 14,91 13,36 13,16 13,28
6 16,42 16,91 16,31 16,04 16,33 16,67 1517 1547 1501 13,36 13,28 12,92
7 17,66 17,28 16,71 16,96 16,45 17,34 16,01 16,21 1580 12,46 12,65 12,21

Anexo 6. Tasa de crecimiento (1) y tiempo de duplicacion (TD) diaria en los

cultivos de Sc. acutus utilizando diferentes concentraciones de mercurio (CM).

CM (ppm)
) CONTROL (HM)
PARAMETRO 1,0 2,5 5,0
RI R2 R3 RIL R2 R3 RI R2 R3 RI R2 R3

No 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 100 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
N¢ 15,49 1597 1526 14,57 14,79 1504 14,16 14,52 14,91 13,36 13,16 13,28
Dia 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
p' 0548 0,554 0,545 0,536 0,539 0,542 0,530 0,535 0,540 0,518 0,515 0,517
TD(d) 1,265 1,251 1,272 1,293 1,286 1,279 1,308 1,296 1,284 1,338 1,346 1,341
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Anexo 7. Biomasa microalgal diaria (mg L™) de Sc. acutus utilizando diferentes

concentraciones de mercurio (CM).

CM (ppm)
DiapE  CONTROL (HM) s iy p
CULTIVO ' ' '
RI R2 R3 RI R2 R3 RI R2 R3 RI R2 R3
0 28,2 282 282 282 282 282 282 282 282 282 282 282
1 59,9 56,8 68,1 534 545 494 443 40,1 40,9 42,1 52,0 42,6
2 136,4 121,4 1240 120,0 123,1 117,8 1050 103,8 109,2 101,3 104,4 100,1
3 253,6 268,6 263,2 247,4 260,1 2451 234,2 2430 230,8 217,6 2159 211,6
4 361,8 386,3 358,6 348,2 364,6 356,1 327,9 317,2 327,4 318,0 320,5 314,2
5 437,4 451,0 430,9 411,0 417,2 4243 401,0 4112 422,3 3956 389,7 393,2
6 463,7 477,5 460,6 4190 426,5 4354 4144 422,6 410,1 408,9 406,5 3955
7 498,7 488,0 471,9 443,0 429,7 452,9 437,4 442,9 431,7 406,3 4125 3982

Anexo 8. Tasa de asimilacion de mercurio (%) de Sc. acutus utilizando

diferentes concentraciones de mercurio (CM), concentracion inicial de mercurio

(CIM) y concentracion final de mercurio (CFM).

CM (ppm)
PARAMETRO 1,0 2,5 5,0
Rl R2 RS3 Rl R2 RS3 Rl R2 RS3
Cl (ppm) 1,004 1,004 1,004 2,511 2,511 2,511 5,026 5,026 5,026
CF (ppm) 0,003 0,004 0,003 0,031 0,015 0,019 0,106 0,078 0,094
(mg LY 443,0 4297 452,9 4374 4429 4317 406,3 412,5 398,2
TA (%) 99,70 99,60 99,70 98,77 99,40 99,24 97,89 9845 98,13
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Anexo 9. Datos obtenidos de Mercurio (Hg), realizados en el Laboratorio

Colecbhi S.A.C. concentracion inicial y final.
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Anexo 10. Levantamiento del cultivo de SC. Acutus.

Anexo 11. Acondicionamiento de las unidades experimentales.
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