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CONTAMINACION CON METALES Y SU SANEAMIENTO
MICROALGAS Y BIORREMEDIACION

En busqueda de microalgas autéctonas para la remocién de metales.
Experiencias en la Patagonia.

Gisela Ferraro

Durante las Gltimas décadas la contaminacién am-
biental ha aumentado considerablemente. La minerfa,
la industria metalUrgica y el uso extensivo de fertilizan-
tes minerales son las principales fuentes de contami-
nacién por metales. Asimismo, el desecho inadecuado
de artefactos de uso doméstico como pilas, articulos
electrénicos, termémetros y cierto tipo de pinturas
puede también contaminar el ambiente.

Los metales son elementos inorgdnicos y son com-
ponentes naturales de la corteza de la tierra. Algunos
de ellos, como cobre, zinc, hierro y manganeso, en
bajas concentraciones, son esenciales para la vida.
Sin embargo, en concentraciones més altas, entre 0,1
a 10 miligramos por mililitro (mg/mL), pueden resul-
tar toxicos. Mientras que otros metales, como uranio,
cadmio, y plomo son considerados no esenciales por-
que no tienen una funcién biolégica conocida, pero si
ejercen efectos negativos en los seres vivos incluso en
concentraciones hasta cien veces menores, del orden
de 0,001 a 0,1 mg/mL.

Tradicionalmente se clasificaba a los metales de
acuerdo a su densidad, definiendo como metales
pesados a aquellos cuya densidad es, por lo menos,
cinco veces mayor que la del agua 5 g/mL. Sin em-
bargo, la densidad especifica no es un factor que per-
mita definir la toxicidad de un elemento por lo que,
actualmente, se estd dejando de lado el uso de este
término. Los metales de mayor preocupacién, segin
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la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), son el
cadmio, el cromo, el cobalto, el cobre, el plomo, el
niquel, el mercurio y el zinc. Los efectos que provocan
estos metales sobre los seres vivos dependen de su
concentracién y de su biodisponibilidad (ver Glosario).

La contaminacién por metales es altamente preo-
cupante ya que no son biodegradables, es decir no
pueden ser degradados y convertidos en sustancias
inocuas o menos téxicas. Ademds, otro problema aso-
ciado a la presencia de metales en el ambiente es la
biomagnificacién, esto es, la acumulacién a lo largo
de la cadena tréfica lo que hace que cada organismo
acumule en su interior una concentracién superior a la
que contiene alimento.

Los metales pueden causar dafio en todos los seres
vivos. A nivel molecular la toxicidad se da porque pue-
den desplazar cationes (ver Glosario) indispensables
para el funcionamiento de enzimas, que son las protei-
nas que regulan y aceleran las reacciones en el interior
celular. Ademds, los metales favorecen la formacién
de moléculas como las especies reactivas del oxige-
no, que son muy dafinas para todos los componentes
celulares. En humanos se ha visto que los principales
6rganos daiados por la presencia de metales son los
rinones, el higado, el estbmago, los intestinos, los pul-
mones y el cerebro. Los metales podrian ingresar al
organismo por inhalacién o por ingestién de agua o
de alimentos contaminados.

Metales en el agua

Los cuerpos de agua -como rios, lagos y mares-
son contaminados ya sea por el vertido de efluentes
tratados inadecuadamente o por la incorporacién
de aguas contaminadas provenientes de zonas cer-
canas (Ver el articulo Sistemas Bioelectroquimicos en
este mismo dossier). Cabe resaltar que el agua es el
principal recurso natural indispensable para la vida y
también lo es para el desarrollo, por lo que es fun-
damental encontrar una solucién sostenible para su
descontaminacién.

Los métodos convencionales para la eliminaciéon de
metales del agua, emplean diferentes tecnologias fi-
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Figura 1. Imagen del cepario de algas. La mayoria de las
cepas se conserva en tubos de ensayo con medio de cultivo
soélido. El color verde caracteristico de los cultivos y las
colonias de microalgas se debe a la presencia de clorofila.
La clorofila es un grupo de pigmentos de color verde que
se encuentra presente en los cloroplastos y que es esencial
para el proceso de fotosintesis.

sicoquimicas. Sin embargo, estas aplicaciones tienen
limitaciones tecnolégicas, un gran requerimiento ener-
gético y utilizan gran cantidad de reactivos quimicos lo
que puede provocar una contaminacién secundaria.
Ademads, son ineficientes para tratar soluciones con
bajas concentraciones de metales (entre 0,1 y 100
mg/L). Teniendo en cuenta estas limitaciones y que las
normas de descarga de aguas contaminadas son cada
vez mds estrictas, es indispensable el desarrollo de
nuevas tecnologias que sean eficientes, de bajo cos-
to y respetuosas con el ambiente. Entre estas nuevas
alternativas se encuentra las tecnologias basadas en
el empleo de microorganismos y plantas que actéan
removiendo y eliminando los contaminantes del suelo
y agua.

Biorremediaciéon por microalgas

La biorremediacién es la utilizacién de organismos
vivos como bacterias, hongos, algas y plantas para
degradar, transformar y/o remover compuestos téxicos
contaminantes presentes en el agua, el suelo y el aire,
convirtiéndoles en productos metabdlicos inocuos o
menos téxicos Dentro del conjunto de estos seres vi-
vos, las microalgas (nombre con el que se conoce a
las algas unicelulares) han mostrado muy buenas ca-
pacidades de remocién de metales. El uso de microal-

gas para la remediacién presenta numerosas ventajas.
Entre ellas se encuentran la facilidad y los bajos costos
de cultivo. Sumado a esto, han demostrado ser parti-
cularmente eficientes para la remocién de metales en
efluentes con bajas concentraciones (hasta 100 mg/L),
situacion en la cual los métodos tradicionales se tor-
nan ineficientes. En este sentido, son una alternativa
ideal para tratar grandes volimenes de aguas indus-
triales complejas (que contienen generalmente diferen-
tes metales, sales y compuestos orgdnicos) con baija
concentracién de metales, pero lo suficientemente alta
para superar los limites de toxicidad. Se han identifica-
do varias algas con alto potencial para remover varios
tipos de contaminantes como, metales herbicidas y
pesticidas. Los tratamientos de remediacién con mi-
croalgas idealmente deberian ser utilizados para tratar
los efluentes industriales o mineros previos al vuelco
de los mismos. Pero ademds podrian emplearse para
remediar cuerpos de agua ya contaminados.

Las microalgas interacttan con el metal de diferen-
tes maneras. La captacién de metales es un proceso
complejo que combina mecanismos activos y pasivos.
Primero ocurre una unién del metal a la pared celular.
Ese proceso se llama adsorcién, es répido y sucede
tanto en células vivas como muertas. Ademds, puede
ocurrir una absorcién, que es el ingreso del metal al
interior celular. Este proceso es mds lento y ocurre solo
en células vivas. Se ha demostrado que la principal
forma por la cual las microalgas capturan los metales
es por la unién de los mismos a diferentes moléculas
presentes en la pared celular. Las paredes de las micro-
algas estdn compuestas por moléculas como hidratos
de carbono, proteinas y lipidos que contienen grupos
funcionales tales como carboxilo, hidroxilo, fosfato y
amino que son los que, por una interaccién fisicoqui-
mica, se unen a los metales. La composicién de la pa-
red celular es especifica para cada especie y ademds
puede variar de acuerdo al estadio de crecimiento y
a las condiciones del entorno en donde crecen. En-
tonces, las posibilidades de remover metal varian de
acuerdo a la especie, a las condiciones del ambiente y
al tipo de metal. Todas esas variables pueden ser ajus-
tadas en el laboratorio para poder mejorar el proceso
de descontaminacién.

Debido a su adaptabilidad inherente, las algas nati-
vas de ambientes contaminados poseen una mayor re-
sistencia a la toxicidad del metal y muestran, ademds,
una mejor eficiencia para capturar los metales. Enton-
ces, resulta muy atractivo trabajar con este tipo de al-
gas en los procesos de biorremediacién. Es por esto
que el primer paso que realizamos para desarrollar
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la tecnologia de remocién de metales por cultivos de
microalgas es el aislamiento de algas desde ambientes
contaminados. En este sentido, la seleccién adecuada
de la cepa algal es un paso necesario para desarrollar
un proceso de biorremediacién exitoso.

é¢Quienes son las microalgas?

Entre los organismos que habitan los ambientes
acudticos se encuentran las algas unicelulares que,
como vimos, también son conocidas como microal-
gas. Son organismos fotosintéticos, es decir, producen
su propio alimento (compuestos orgénicos) con la luz
como fuente de energia y con el diéxido de carbono
(CO,) como fuente de carbono. Las microalgas son
las responsables de la mayor parte de la materia orgé-
nica de los ecosistemas acudticos, realizando el 40%
de la fotosintesis total del planeta.

Existe una amplia diversidad de especies, mdas de
30.000, que se encuentran tanto en ambientes de
agua dulce como salada. Son un grupo polifilético, en
otfras palabras, son especies que no tienen un antepa-
sado en comun, sino que comparten ciertos caracteres
que fueron adquiridos de manera independiente como
consecuencia de fenémenos evolutivos. Esto hace que
exista una gran variedad de microalgas con caracte-
risticas y particularidades fisiolégicas diversas. Ade-

Imdgenes: gentileza de la autora.

mds, estos microorganismos suelen estar sometidos
a cambios en su entorno (por ejemplo, cambios de
salinidad, irradiacién) por lo que han adquirido herra-
mientas para adaptarse rdpidamente a las nuevas cir-
cunstancias ambientales. Desde el punto de vista bio-
tecnoldgico, esta plasticidad metabdlica, cobra gran
importancia para su aplicacién en diferentes procesos
industriales. Entre las ventajas que tfienen estos mi-
croorganismos se encuentran: su capacidad de con-
vertir energia solar en compuestos orgénicos, un ciclo
de vida corto, la rdpida duplicacién de su biomasa, la
capacidad de crecer en diferentes tipos de ambientes
y de absorber y fijar CO,, ayudando a reducir los ni-
veles del gas de efecto invernadero. Asimismo, debido
a algunas de estas caracteristicas, es posible usar de
tierras no cultivables para su crecimiento. A partir de
la biomasa de microalgas se pueden extraer productos
tales como carotenoides, vitaminas o dcidos grasos in-
saturados, que se utilizan en la fabricacién de cosméti-
cos, productos farmacéuticos, fertilizantes y suplemen-
tos nutritivos. Ademds, la biomasa de algas se puede
aplicar industrialmente como fuente de energia para
la produccién de biocombustibles (biodiesel, bioeta-
nol y biohidrégeno) y en el tratamiento de efluentes

Buscando microalgas en ambientes contami-
nados

Las microalgas representan un recurso con gran po-
tencial. Todavia existen sitios y especies por explorar.
Tal es asi que, de todas las especies que existen, solo
unas 200 han sido estudiadas y aproximadamente 20
se explotan comercialmente. Por lo que el campo de
las aplicaciones de las microalgas en diferentes proce-
sos industriales tiene aun mucho por desarrollar.

——

Figura 2. Imagenes de dos sitios muestreados. A la
izquierda, humedal de la region de Pilcaniyeu. A la
derecha, lago Nahuel Huapi.
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duales. B: cultivos en un medio liquido.

Uno de los objetivos del proyecto de investigacién
que llevo adelante es el aislamiento, identificacién,
caracterizacién y conservaciéon de microalgas. Asi, el
Laboratorio de Bioenergia y Procesos de Biorremedia-
cién del Instituto de Energia y Desarrollo Sustentable
ubicado en el Centro Atémico Bariloche posee una
coleccién de mdés de 35 cepas de algas, entre las que
se han identificado variedades de interés biotecnol6-
gico (ver Figura 1). Nos resulta muy importante contar
con una gran diversidad de cepas y conocer sus prin-
cipales caracteristicas ya que, para las aplicaciones
biotecnolégicas se necesita contar con especies que
sean altamente productivas, en este caso es que ten-
gan altas capacidades de remocién de metal y que, a
su vez, tengan altas tasas de crecimiento en diferentes
condiciones. Por lo que la seleccion de las cepas ade-
cuadas constituye la primera fase que se debe tener
en cuenta en cualquier desarrollo tecnoldgico.

Como primer paso para aislar las microalgas, se
toman muestras de suelo y agua en la zona de inte-
rés. Hemos realizado estudios en sitios contaminados
como el rio Reconquista en la provincia de Buenos
Aires y un humedal ubicado en la regién de Pilca-
niyeu, provincia de Rio Negro (ver Figura 2) y tam-
bién en sitios no contaminados con metales como los
lagos Gutierrez y Nahuel Huapi (ver Figura 2). Para
aislar las microalgas colocamos sedimento y/o agua
en un medio de cultivo liquido (solucién a base de
agua y nutrientes minerales). Luego de unos siete dias
de incubacién en luz, observamos que el medio se va
poniendo verde, lo que indica crecimiento de micro-
algas. Un pequeno volumen de este cultivo liquido es
sembrado en placas con un medio de cultivo sélido,
de manera de permitir la formacién de colonias indi-

Figura 3. Iméagenes de formas de cultivar microalgas. A: cultivos en una placa que muestran colonias indivi-

viduales de microalgas (ver Figura 3A). Estas colonias
son tomadas individualmente y se colocan nuevamen-
te en un medio de cultivo liquido con el fin de obte-
ner cultivos de una sola especie de alga (unialgales)
y sin presencia de bacterias u hongos (axénicos) (ver
Figura 3B). Esto se corrobora mediante observacién al
microscopio de los cultivos liquidos. A través de este
proceso nuestro laboratorio fue construyendo su ce-
pario de microalgas. Todos estos pasos los realizamos
en un equipo (flujo laminar) que nos proporciona aire
estéril para no contaminar las muestras con microor-
ganismos ambientales o de nuestra propia piel. El cre-
cimiento de las algas se realiza en incubadores que
permiten que elijamos las condiciones de temperatura
e intensidad y tiempo de luz. Ademds, mayormente,
hacemos crecer los cultivos en agitacion y si es nece-
sario les agregamos aire, lo que hace que tengan una
mayor cantidad de diéxido de carbono (CO,).

¢Qué buscamos en las microalgas?

Una vez que contamos con los cultivos unialgales y
axénicos continuamos con la identificacién del género
y, si es posible, su especie y nombre cientifico. Esto lo
hacemos mediante la observacién al microscopio, la
utilizacién de claves de determinaciéon y/ o mediante
la utilizacién de técnicas de biologia molecular, que
incluyen la secuenciacién de pequefias regiones de
ADN.

También realizamos una caracterizacién del tipo vy
velocidad de crecimiento, y tomamos nota de todas
las particularidades que observamos durante el creci-
miento del cultivo. Ademdés, hacemos experimentos de
remocién de metales. Para esto, ponemos en contacto
a los cultivos de algas con el o los metales que que-
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remos estudiar. Hemos trabajado con niquel, cromo,
cobre y zinc. Transcurrido un tiempo, que va desde
algunos minutos a las 72 horas o més, dependiendo
del caso, separamos a la biomasa de algas del medio
liquido y determinamos la concentracién de metal re-
manente en este Ultimo. Asi podemos hacer cdlculos
que nos permiten determinar la eficiencia y la capaci-
dad de remocién de estas microalgas de cada metal.
Estos datos nos permiten filtrar y seleccionar a las ce-
pas con mejores rendimientos para realizar estudios y
caracterizaciones mds exhaustivas.

De esta manera hemos seleccionado dos cepas con
un gran potencial para la biorremediacién: una iden-
tificada como Chlorella sp. y la otra Desmodesmus sp.
(ver Figura 4). Con estas algas hemos realizado en-
sayos de remocién de zinc, cobre y cromo, trabajan-
do con cada metal por separado y también con todos
juntos. Observamos que ambas cepas tuvieron muy
buenas eficiencias de remocién, entre el 50 y el 75%.,
aun cuando todos los metales estaban presentes en
simultdneo. Algo muy inferesante fue encontrar que
Chlorella sp. mostré una preferencia por cobre mien-
tras que Desmodesmus sp. tuvo mayor afinidad por
zinc. Esto demuestra la importancia de contar con un
amplio cepario ya que, como dijimos anteriormente,
cada especie tiene una composicién particular de la
pared celular y una respuesta especifica a la presencia
de metal. Entonces, de acuerdo a las caracteristicas
del efluente o agua contaminada a tratar, podemos
determinar cudl de las cepas de algas conviene uti-
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lizar. Nuestros Ultimos resultados muestran que en
ciertos casos es muy Util emplear una combinacién de
diferentes cepas.

Continuando con el proceso

En pocas lineas, el proceso de biorremediacién que
proponemos es el siguiente: primero crecer las algas
en un medio 6ptimo; luego usar la biomasa de algas
para remover los metales, y por Gltimo separar a las
algas con el metal unido a su superficie del agua o
efluente limpio. Es interesante mencionar que es po-
sible despegar el metal de las microalgas y asi recu-
perarlo (se suele hacer si es un metal de alto costo).
Ademds, también es posible proponer un uso posterior
para la biomasa de algas, siempre teniendo en cuenta
el confinamiento del metal.

Uno de los proyectos en los que trabajamos actual-
mente es el saneamiento de un humedal en la regién
de Pilcaniyeu. Un desafio que estamos abordando es
el escalado del proceso, es decir salir de la escala de
mesada (es decir, del laboratorio) en donde hacemos
las primeras investigaciones y pasar a una etapa piloto
que involucra mucho mayor volumen y nuevas varia-
bles para analizar y controlar.

Cosecha de microalgas

Otro desafio al que nos enfrentamos es a la sepa-
racion de la biomasa. La cosecha de las microalgas
requiere la concentracién de suspensiones celulares
diluidas. Una de las limitaciones para la aplicacién in-
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dustrial de las microalgas estd asociada a los costos de
la cosecha de las mismas. En la actualidad, se necesita
que las tecnologias de cosecha sean mds eficientes y
econémicas para mejorar la viabilidad comercial de la
biotecnologia de microalgas. En este sentido, nuestro
grupo de trabajo viene abordando la cosecha mag-
nética utilizando nanoparticulas paramagnéticas (ver
Glosario) de bajo costo. Nuestro grupo de trabajo fue
pionero en analizar y demostrar la compatibilidad de
los procesos de biorremediacién de metal y cosecha
magnética, obteniendo una eficiencia de cosecha ma-
yor al 94%. La implementacién de este proceso tiene
un doble beneficio porque ademds de reducir los cos-
tos utiliza material de origen natural que no contamina
el ambiente.

Los pasos a seguir

Creemos que nuestras tareas de investigacion, de-
sarrollo e innovacién podrian proporcionar una solu-
cién menos costosa y mds amigable con el ambiente
para la remediacién de metales. Sin embargo, a pesar
de los resultados satisfactorios que hemos consegui-
do, todavia debemos enfrentarnos a desafios como
el cambio de escala, el desarrollo de los sistemas de
cultivo y la separacién de la biomasa. El desarrollo de
esta aplicacién biotecnolégica es uno de nuestros prin-
cipales objetivos. Consideramos que es muy importan-
te trabajar en procesos que puedan ser transferidos a
empresas, cooperativas y organismos gubernamenta-
les con el fin de dar solucién a diferentes necesidades
de nuestra comunidad.

Resumen

Durante las Gltimas décadas, la contaminacién am-
biental con metales ha aumentado considerablemente.
Los metales son considerados unos de los contaminan-
tes mds peligrosos debido a su alta toxicidad y a que
son no biodegradables. La biorremediacién de metales
por microalgas se vuelve muy competitiva para el trata-
miento de grandes volimenes de efluentes conteniendo
baja concentracién de metales (1 a 100 mg/mL). Parti-
cularmente, las algas autéctonas de sitios contfaminados
tienen mejores eficiencias para remover los metales del
agua. En este trabajo contamos el proyecto de biorreme-
diacién que desarrollamos utilizando algas aisladas de
sitios contaminados y que atn no han sido estudiadas.

Glosario

Biodisponibilidad: se refiere a la concentracién
o grado en la que un elemento o compuesto se
encuentra disponible para interactuar con los
organismos vivos. La biodisponibilidad se encuentra
infimamente relacionada con las condiciones
fisicoquimicas del ambiente, que determinan la
especiacién y por lo tanto la concentracién de metal
libre.

Catién: Atomo o molécula con carga neta positiva.

Nanoparticulas paramagnéticas: particulas
de tamafo pequefo, menor a un micrémetro, que
responden a variaciones en el campo magnético.

Intercambio iénico: proceso quimico en el cual los
iones disueltos en el agua se intercambian por otros
iones con una carga similar.

Precipitacion quimica: proceso quimico en el cual
se obtiene un sélido a partir de una solucién.
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