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La contaminacion de aguas por metales pesados representa un problema a nivel mundial, debido a lo
toxico que son para el medio ambiente. El cadmio y el arsénico son metales pesados contaminantes
de las aguas, principalmente, por la actividad minera en el norte del pais. Ante este problemay con la
intencion de generar un método de fitorremediacion, es que la investigacion tiene por propoésito estudiar
si el alga Ulva compressa es capaz de resistir la contaminacion de metales pesados del norte del pais
y fitorremediar las aguas. A partir de la hipotesis “Ulva compressa presenta resistencia a arsénico y
cadmio”, se trabaja con una metodologia experimental para observar en la realidad, y a escala, como
la Ulva compressa reacciona ante estos metales pesados. En esta investigacion, se logré comprobar la
hipotesis que el alga es capaz de resistir a altos niveles de Cd(NOg)2 y NaAsOa.
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The contamination of water by heavy metals represents a global problem due to the toxic nature for the
environment. Cadmium and arsenic are heavy metals that pollute water mainly from mining activity in
the north of the country. Faced with this problem and with the intention of generating a method of phyto-
remediation is that the purpose of the research is to study whether the alga Ulva compressa is capable
of resisting the heavy metal contamination of the north of the country and phytoremediate the waters.
From the hypothesis “Ulva compressa presents resistance to arsenic and cadmium”, we work with an
experimental methodology to observe in reality and to scale as Ulva compressa reacts to these heavy
metals. In this research, it was possible to test the hypothesis that the alga is able to withstand high
levels of Cd(NO,), and NaAsO,.
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Introduccidn

El agua es un recurso natural esencial para la vida en
la bidsfera, pues los organismos y ecosistemas exis-
tentes, necesitan de ella para su buen funcionamiento.
Por ello, es fundamental mantenerla protegida de con-
taminantes que interfieran en la funcion que esta cum-

ple.

A pesar de la descripcion citada, hoy en dia la condicion
del agua es critica, ya que la mayor parte de los desechos
generados por las actividades industriales y urbanas se
liberan hacia cursos de agua, contaminandolas.

Al contrario de muchos contaminantes metalicos, los
metales pesados generalmente no se eliminan de los
ecosistemas acuaticos por procesos naturales, debido
a que no son biodegradables, por lo cual permanecen
de manera indefinida por cientos de afios (Murray, 1996).

Un proyecto promedio de mega mineria consume un
caudal permanente, es decir, durante las 24 horas del
dia y durante todo el afio, entre 600 y 1000 litros por
segundo (IEETM, 2013).

El norte de Chile es una zona que constantemente se
ve afectada por los residuos de la actividad minera,
principalmente metales como el arsénico, plomo, cobre,
manganeso, molibdeno, sulfatos, cadmio, niquel, cromo
y otros elementos metalicos y no metalicos. Esta con-
taminacion es un peligro latente para el ecosistema,
afectando flora, fauna y seres humanos, la cual ademas
afecta considerablemente el medio ambiente y a las
costas de nuestro pais (Tchernitchin, 2010).

Asi es como surge la motivacion de estudiar un orga-
nismo que presente una capacidad de resistencia a un
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medio con alta presencia de contaminantes, y ademas
que pueda colaborar con la descontaminacion de aguas,
como es el caso del alga verde Ulva compressa, la cual
posee la capacidad de fitorremediacion. Se ha inves-
tigado anteriormente con cobre ante 10 uM de con-
centracion del metal, en el cual se descubrio que utili-
zaba un mecanismo de resistencia en que actuaban
las proteinas metalotioneina y fitoquelatina, activando
de esa forma su actividad antioxidante (Gonzalez et al.,
2010). Pero nunca con cadmio y arsénico que son al-
tamente corrosivos para la salud de los seres vivos y
el medio ambiente. Para esto se trabajé con una meto-
dologia experimental, la siguiente pregunta de investi-
gacion: jEs Ulva compressa capaz de presentar una
resistencia alta ante los metales arsénico y cadmio?

Objetivos

General: Conocer la tolerancia y capacidad antioxidan-
te de Ulva compressa en un medio con presencia de
arsénico y cadmio.

Especificos:
1) Evaluar la sobrevivencia de Ulva compressa en
distintas concentraciones de arsénico y cadmio.

2) Determinar actividad antioxidante relacionada a la

sobrevivencia ante concentraciones de arsénico y
cadmio.

Hipotesis

Ulva compressa presenta una alta resistencia ante los
metales arsénico y cadmio.
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Imagen 1: Cultivo de Ulva Compressa con presencia de Cadmio (Séptimo dia de cultivo).

Metodologia

Materiales utilizados:

Micropipetas (P10, P20, P200 y P1000)
Vasos de precipitados

Placas de Petri

Tubos Falcon (15y 50 mL)

Tubos Eppendorf (1,7 mL)
Camaras de cultivo con fotoperiodo
Metales: Cd(NO,), y NaAsO,
Nitrogeno liquido

Buffer fosfato de sodio

Alga Ulva compressa

Reactivo de Bradford
Espectrofotémetro

Centrifuga

Balanza

Método:

Se comenzo con una recopilacion de informacion bi-
bliogréfica, detallada y completa, para asi llevar a cabo,
Con una mejor comprension de términos, la metodolo-
gia experimental.

1. Preparacion de cultivos

Se prepararon cultivos consistentes en 0,75 g de alga
en volumen de 50 mL de agua de mar, previamente
filtrada, que contienen concentraciones de 0 uM, 5 uM,

10 uM, 25 uM, 50 pM y 100 uM de Cd(NO,), 0 0 uM, 5
pM, 10 uM, 25 pM, 50 uM y 100 pM de NaAsO,.

Los cultivos se mantuvieron dentro de camaras de
cultivo, a 14° C con 12 horas de luz y 12 horas de os-
curidad, durante 7 dias.

2. Extraccion de proteinas de Ulva
compressa

El alga obtenida de los cultivos con Cd y As, es seca-
da con papel para quitar el exceso de agua, luego el
tejido se pulverizé con nitrégeno liquido y se homo-
genizé con buffer fosfato de sodio 50 mM (pH 7,4,
20% glicerol, 2 mM beta-mercaptoetanol). Después
se centrifugd la preparacion 14000 rpm, durante 5
minutos y se rescaté el sobrenadante. Se cuantifico
la cantidad de proteinas de cada extracto, utilizando
reactivo de Bradford y midiendo espectrofotométrica-
mente a 595 nm.

3. Determinacion de la capacidad
antioxidante

Para determinar la capacidad enzimatica antioxidante
del alga expuesta a metales pesados, se procedio a
medir la actividad guayacol peroxidasa. Se prepard
una mezcla de reaccion que contiene 15 ug de protei-
na, 5 uL del reactivo guayacol 0.3 mM, 10 pL de H,O,
1 mM y completando hasta 1 mL con buffer fosfato de
sodio 50 mM. Se incub6 durante 5 minutos a tempera-
tura ambiente y se midié absorbancia a 470 nm por
formacion de tetrahidroguaieno.
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Imagen 2: Cultivo de Ulva compressa con presencia de arsénico (Séptimo dia de cultivo)

Resultados

Resultados de resistencia a diversas concentraciones
de cadmio y arsénico.

Cultivos con cadmio

El alga se mantiene saludable, con pigmentacion y
aspecto similares al dia inicial. En cambio ante la con-
centracion de 50y 100 uM, perdieron toda su pigmen-
tacion y el alga no sobrevive (Ver imagen 1).

Cultivos con arsénico

El alga se mantuvo saludable hasta el séptimo dia de
cultivo y ninguna de las concentraciones produjo la
muerte del alga (Ver imagen 2).

Resultados capacidad antioxidante

Al exponer Ulva compressa a medios con arsénico y
cadmio se obtuvieron los siguientes resultados expues-
tos en la Tabla (Ver Tabla N° 1).

*GPX: Capacidad antioxidante total, de un conjunto de
enzimas capaces de oxidar el sustrato guayacol que
son parte de los mecanismos de defensa antioxidante,
para evitar el dafo producido por las especies reactivas
de oxigeno durante eventos de estrés.

Resultados GPX

La actividad antioxidante ante diferentes concentracio-
nes de arsénico no vario tan drasticamente, lo que
puede explicar su resistencia en todos los cultivos
realizados. (Ver grafico 1).

Tabla 1
Concentracion del contaminante (uM) Actividad Antioxidante (umol/min*mgproteina)
Arsénico 0 2,3
5 9
10 10
25 4,9
50 51
100 4.4
Cadmio 0 3,0
5 24,1
10 39,7
25 3,3
50 Alga no resiste
10 Alga no resiste

En los cultivos en que el alga no resiste a concentraciones de cadmio o0 arsénico, no se mide la actividad antioxidante, ya que al estar en
presencia de estos metales Ulva compressa no presenta ningin mecanismo de defensa, por lo que el alga muere.
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Grafico 1: Actividad de Guayacol Peroxidasa en cultivo con arsénico.

La actividad antioxidante ante diferentes concentracio-
nes de cadmio vari6 drasticamente solo en las concen-
traciones de 5y 10 uM, lo que puede explicar su resis-
tencia solo en algunos de los cultivos realizados (Ver
grafico 2).

Discusion

Tras los datos obtenidos en la investigacion realizada,
queda claramente en evidencia que Ulva compressa
tiene una potencial resistencia ante los metales cadmio
y arsénico, ya que comparando las concentraciones a
las que soportd ante cobre en la investigacion sefiala-
da anteriormente (Gonzalez et al., 2010). En el caso de
arsénico, el alga logré aumentar diez veces la concen-
tracion a la que resistia con cobre. Esto evidencia que
puede ser una muy buena candidata para un posterior
estudio con metales pesados, que tengan similar com-
portamiento a los que ya resiste.

Ademas, realizando una relacion de esta resistencia
con la actividad antioxidante; se concluye que a mayor
concentracion de metales el alga necesita mejorar su
mecanismo de defensa ante este medio, por lo que es
en estos casos en que utilizan las proteinas fitoquela-
tina y matelotioneina (Gonzélez et al., 2012); que son
partes del mecanismo de defensa antioxidante, con el
fin de captar los metales y sintetizarlos, para asi sobre-
vivir en medios con presencia de cadmio y arsénico.
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Grafico 2: Actividad de Guayacol Peroxidasa en cultivo con cadmio.

Es por esto que se atribuye una relacion, entre la ca-
pacidad antioxidante y la capacidad de resistencia que
tenga el alga, ya que para resistir debe activar el me-
canismo de defensa, compuesto por estas proteinas
que evitan una oxidacion al capturar los cationes me-
télicos, para almacenarlos o expulsarlos de la celula.

Se puede observar ademas, que la actividad antioxi-
dante del alga no fue plenamente en ascenso al au-
mentar la cantidad de concentracion del metal, por lo
que podria estar utilizando otro mecanismo de defensa
no relacionado con las proteinas estudiadas, ya que
sobrevive ante concentraciones muy altas, pero llega
a un peak y su actividad antioxidante baja, en medios
donde se pensaria que deberia utilizar con mayor razén
este mecanismo de defensa.

Ademas, a partir de los metales con los cuales se ex-
perimentd, se podria establecer una relacion entre los
metales ensayados en este trabajo y otros elementos
quimicos a los cuales Ulva compressa podria ser tole-
rante. Por ejemplo, el arsénico tiene propiedades qui-
micas similares al azufre, fésforo, antimonio y estafio,
por lo cual Ulva podria descontaminar aguas afectadas
con estos contaminantes. Asi como el cadmio, que
posee propiedades parecidas a las del zinc, mercurio
y cobre, metales pesados altamente toxicos, tanto para
el ambiente como para los seres humanos.
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Conclusion

Se logré responder la pregunta de investigacion, ya que el alga verde Ulva compressa pue-
de resistir a un ambiente contaminado por arsénico y cadmio, gracias a su capacidad an-
tioxidante que le ayuda a sobrevivir en medios de hasta 100 uM de As y 25 uM de Cd.

También se puede concluir que el alga presenta una mayor capacidad antioxidante en los
cultivos de arsénico de 5 uM y 10 uM y una actividad moderada en los cultivos de 25 uM, 50
UMy 100 pM. Por otro lado, el alga presentd una gran capacidad antioxidante hasta 10 pM,
que disminuy6 drasticamente en el cultivo de 25 uM.

Queda como proyeccion, el estudio de Ulva compressa para una posible fitorremediacion.
Posterior a eso, comprobar si el alga efectivamente puede reducir la cantidad de contami-
nantes del medio y especies metélicas que puede internalizar.

También a largo plazo, se puede postular cultivos de Ulva en piscinas de cultivo en el norte
y zonas habitadas de nuestro pais, para asi descontaminar aguas, siempre y cuando se le
proporcionen una salinidad, temperatura y pH estables, con los cuales puedan realizar de
forma mas eficaz y facil la limpieza del agua.

Y ademas, se propone estudiar si el cadmio interfiere con la biosintesis de la clorofila, la cual
necesita magnesio, que es un cation bivalente, lo que permitiria explicar la pérdida de pig-
mentacion en los cultivos de altas concentraciones de metales.
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