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RESUMEN

La contaminacion ambiental por metales pesados representa un problema grave para el ser humano y el ecosistema
por su grado de toxicidad, es por ello que es necesario tener alternativas de tratamiento para su disposicion. Se realizd
el proceso de biorremediacion de los metales plomo (II) y cadmio (II); mediante el empleo de hongos nativos aislados
de la poza de oxidacion del laboratorio metaltirgico de la Universidad Nacional de San Agustin, Arequipa — Peru; en
medios de cultivo Sabouraud dextrosa y caldo papa dextrosa se cultivaron las cepas fingicas para realizar los ensayos
de remocion de plomo (II) y cadmio (II), se trabajo en sistema batch y se determino el porcentaje de remocion. Se
logro aislar e identificar a Rhizopus sp y Aspergillus niger; en los ensayos de remocion se determind que Rhizopus sp
fue la cepa que mas removio plomo (II) en 86,39 %, cadmio (II) en 69,23 % y la mezcla en 74,82 %. Por otra parte
Aspergillus niger remueve plomo (IT) en 74,19 %, cadmio (II) en 44,72 % y la mezcla en 66,90 % y para el consorcio
de las biomasas Aspergillus niger-Rhizopus sp remueve plomo (II) en 84,17 %, cadmio (II) en 43,42 %, y la mezcla
en 53,43 %. La biomasa fungal de Rhizopus sp y Aspergillus niger remueven eficientemente los metales de plomo (II)
y cadmio (II), representando una alternativa potencial para procesos de biorremediacion.
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ABSTRACT

Environmental contamination by heavy metals represents a serious problem for humans and the ecosystem due to its
degree of toxicity, which is why it is necessary to have treatment alternatives for its disposal. The bioremediation
process of the lead (IT) and cadmium (IT) metals was carried out; through the use of native fungi isolated from the
oxidation pool of the metallurgical laboratory of the National University of San Agustin, Arequipa - Peru; in
Sabouraud dextrose and potato dextrose broth culture media, the fungal strains were cultivated to carry out the lead
(IT) and cadmium (IT) removal tests, a batch system was used and the removal percentage was determined. Rhizopus
sp and Aspergillus niger were isolated and identified; in the removal tests it was determined that Rhizopus sp was the
strain that most removed the lead (II) in 86.39 %, cadmium (II) in 69.23 % and the mixture in 74.82 %. On the other
hand Aspergillus niger removes lead (II) in 74.19 %, cadmium (II) in 44.72 % and the mixture in 66.90 % and for the
biomass consortium Aspergillus niger-Rhizopus sp removes lead (I) in 84.17 %, cadmium (II) in 43.42 %, and the
mixture at 53.43 %. Rhizopus sp and Aspergillus niger fungal biomass efficiently removes lead (II) and cadmium (II)
metals, representing a potential alternative for bioremediation processes.

Keywords: Aspergillus niger, biomass, heavy metals, removal, Rhizopus sp.
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INTRODUCCION

Como resultado de las actividades industriales,
mineras, agricolas y domésticas se genera
contaminacion con metales pesados como
mercurio, plomo, arsénico, cadmio, cobre Yy
cromo (Londofo-Franco et al., 2016; Pérez Bou et
al.,, 2018; Qayyum et al., 2016). Los metales
pesados son considerados como uno de los
contaminantes mas toxicos en el medio ambiente
por tener efectos nocivos que afecta a todo nivel
en la cadena tréfica (Beltran-Pineda & Gomez-
Rodriguez, 2016), se caracterizan por ser
persistentes y no biodegradables (Pérez Bou et al.,
2018). La exposicion a Cd y Pb causan efectos
adversos cronicos en la salud (Cabral et al., 2015),
desencadenan diversas intoxicaciones causando
dafios como efectos teratogénicos, cancer e
incluso la muerte (Londofo-Franco et al., 2016).

Si los metales pesados no son eliminados
adecuadamente se acumulan en suelos o en aguas;
tal es el caso que se da en Puno-Perti, donde se ha
encontrado presencia de metales pesados en la
bahia interior del Lago Titicaca (Moreno et al.,
2017) y este problema se agrava ain mas cuando
las aguas que son vertidas a este lago no son
tratadas de forma eficiente (Moreno et al., 2018);
dado que diversas actividades que se desarrollan
en este lago como la pesca, turismo entre otros,
los contaminantes llegan al ser humano ya sea por
los alimentos que consume, el agua que bebe,
entre otros. Por lo descrito urge disminuir las
cantidades de metales pesados en la industria,
mineria y en el sector agropecuario (Londofio-
Franco et al., 2016); pero si la contaminacion ya
esta dada se tiene aplicar tecnologias para
remediar.

Existen diversos métodos para la eliminacion de
los metales pesados tales como filtros, resinas de
intercambio i6nico, precipitacion,
electrocoagulacion, etc.; como una alternativa se
tiene a la biorremediacion que mediante la
aplicacion de hongos, bacterias, hongos, algas,
etc. es una estrategia prometedora para la
eliminacion de contaminantes (Choe & Sheppard,
2016; Singh et al., 2020; Verma & Kuila, 2019);
la biosorcion es la capacidad de los materiales

biologicos para absorber o adsorber metales
pesados de fuentes contaminados (Khan et al.,
2013).

Los hongos son eficientes y resistentes a metales
pesados (Qayyum et al.,, 2016) y tienen la
capacidad para acumular iones metalicos (Choe &
Sheppard, 2016); diversas reacciones bioquimicas
se dan en su interior asi como en el exterior, los
metales pesados son sustratos que pueden ser
inmovilizados o transformados por estos
organismos (Beltran-Pineda & Gomez-Rodriguez,
2016); los hongos pueden adaptarse a distintas
condiciones ambientales y tienen potencial uso
como agentes de biorremediacion, biosorcion y
biosensores (Choe & Sheppard, 2016). Existen
diversos hongos que tienen potencial para
remediar metales pesados tales como Rhizopus
microsporus  (Oladipo, Awotoye, Olayinka,
Bezuidenhout, & Maboeta, 2018), Phanerochaete
chrysosporium (Zhao et al., 2016), Aspergillus
(Choe & Sheppard, 2016); en particular
Aspergillus niger, tiene la capacidad de tolerar
altas concentraciones de metales tales como
plomo, el zinc y cromo (Villalba-Villalba, Cruz-
Campas, & Azuara-Goémez, 2018).

En los estudios mencionados anteriormente
reportan el uso de biomasa que fue aislada de
suelos contaminados, de minerias etc.; pero no de
una poza de relaves, es por ello que en el presente
estudio se cultiva cepas fungicas nativas y con
ello se pretende ofrecer una alternativa de
solucion a la problematica de contaminacion con
metales pesados. Se tiene como objetivo principal
determinar la remocion de plomo (II) y cadmio
(IT) por parte de los hongos aislados de la poza de
relaves del laboratorio metaltrgico de la UNSA -
Arequipa.

METODOLOGIA

Recoleccion y analisis fisicoquimico de las
muestras:

Se extrajo muestras de la poza de relaves del
laboratorio de concentracion de minerales de la
Universidad Nacional San Agustin-Arequipa con
coordenadas 16°24'13,2"S  71°31'32,7"W, se
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recolectd 1 litro por muestra elegidas al azar de 3
puntos distintos; para la determinacion de plomo
(II) y cadmio (II) se tomo6 una muestra adicional
de 1 litro, a esta muestra se agregé HNO; diluido
y todas estas muestras se mantuvieron dentro de
la conservadora a una temperatura promedio de 4°
C hasta su transporte al laboratorio. El analisis de
plomo (II) y cadmio (II) se realizdO con el
espectrofotometro de absorcion atdmica marca
Shimadzu AA-6170IF; para el analisis de pH,
temperatura y conductividad se realizd con un
multiparametro marca Hanna, también se
determino la densidad (método del picnémetro),
color y olor (organolépticamente).

Aislamiento y caracterizacion de
microorganismos:

Se homogeniz6 la muestra y se dejo sedimentar
por 2 minutos, se tomo6 5 mL de alicuota la cual se
inocul6 en un matraz conteniendo 100 ml de
medio caldo Sabouraud dextrosa (Difco, 30
g/1000 mL) suplementado con 3 ppm de plomo
(IT) y cadmio (II), las cuales se obtuvieron a partir
de las siguientes sales portadoras: Pb(NOj3),, Cd
(NO3),*4H,0. El pH fue regulado con la adicion
de acido Clorhidrico y/o Hidroxido de Sodio. Una
vez desarrollado la biomasa en el caldo
Sabouraud, se procedio aislar los hongos en agar
Sabouraud (Merck, 65 g/1000 mL) suplementado
con 3 ppm de ambos metales, se sembrd por
técnica puncion y se incubo a temperatura
ambiente por 6 dias. Las colonias que crecieron
en las placas se purificaron por resiembras
sucesivas hasta tener colonias puras, realizandose
en total 4 repiques en medio agar Sabouraud.

Para caracterizar las cepas fungicas purificadas, se
realizd la descripcion de sus caracteristicas
morfologicas macroscopicas y se realizd
observaciones microscopicas en montajes con
azul de Lactofenol; para la identificacion se
realizd segun el manual de identificacién de
hongos oportunistas (Guevara et al., 2007). Para
los ensayos de remocién de plomo (II) y cadmio
(IT) se cultivo los hongos en frascos de vidrio de
100 mL y 5,2 cm de diametro, en la cual se
depositd 65 mL de medio de cultivo caldo papa
dextrosa, se incubd sin agitacion y a temperatura
ambiente. Para realizar los ensayos de remocion

la biomasa fungal previamente fue lavada con
agua destilada estéril.

Determinacion de la capacidad de remocion de
plomo (II) y cadmio (II):

Se trabajo en régimen batch, en frascos de
plastico estériles se depositdé 300 mL de cada
solucion de metal a una concentracion de 100
ppm y en mezcla de 50 ppm de cada metal, todos
los frascos tuvieron un volumen final de 300 mL,
luego se afiadié los micelios fingicos (lavados),
se operd6 a pH 5 y temperatura ambiente y se
mantuvo con agitaciéon en un shaker modelo SK
300 a 90 rpm; se sacaron alicuotas con una jeringa
acondicionada con un filtro a distintos tiempos (4,
8, 20, 24 horas), para posteriormente realizar la
lectura en el espectrofotometro de absorcion
atomica. Los resultados se expresaron en
porcentajes de remocion (%R) y se determiné
mediante la ecuacion:

Co—

%R = (—*) % 100
o

Donde:
%R: Porcentaje de remocion

Co: Concentracion inicial (ppm)
Ct: Concentracion final (ppm)

RESULTADOS

Tabla 1
Caracterizacion fisicoquimica de la muestra la poza de
relaves del laboratorio de concentracion de minerales.

Parametro Valor
Valor de pH 6,12
Temperatura (°C) 18,5°C
Conductividad(uS/cm) 730
Densidad 1,09
Cd (mg/L) 2,14
Pb (mg/L) 2,58

Fuente: elaboracion propia.

En la poza de relaves se concentra diversos
metales producto de las diversas practicas que
realizan en dicho laboratorio. En el anélisis inicial
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de la muestra se tiene un valor de 2,14 ppm para
cadmio (II) y 2,58 para plomo (II), valores
relativamente  bajos, pero  estas  aguas
contaminadas al ser expuestas a cielo abierto
varios de los contaminantes se volatilizan y de ahi
la importancia de tratar estas aguas.

Caracterizacion de las cepas flingicas:

En el medio Sabouraud se evidencio el desarrollo
de la biomasa fungal, se desarrollaron en total 4
microorganismos, 3 pertenecientes a hongos y 1 a
bacteria; a pesar de que el medio de cultivo
Sabouraud favorece el desarrollo de hongos, en
una placa se encontré6 Bacilos (gram+). Se
purifico las tres cepas fingicas que se presentaban
casi en todas las placas a las que se denominé 1H,
2H y 3H tal como se aprecia en la Figura 1.
Posteriormente se realizd la caracterizacion
morfologica macroscopica de las cepas
purificadas 1H y 2H. La cepa 1H presentaba un
aspecto granuloso, de color amarillento-negro y
textura granular en cambio la cepa 2 H de aspecto
algonodoso, color blanquecino-negro y textura
lanosa.

Como se puede apreciar en la Figura 1, los
hongos aislados generaron abundante cantidad de
esporas llegando a cubrir toda la placa Petri, no se
trabajo con la cepa 3H. Posteriormente se realizo
repiques sucesivos en agar Sabouraud hasta
obtener colonias puras; se procedio a la
observacion microscopica en tincion con azul
Lactofenol, la cepa 2H presentaba estolones y
rizoides, ademas los esporangiéforos no eran
ramificados, presentaban esporangios esféricos y
presentaba esporangiosporas angulares, con una
apariencia elipsoidal. Respecto a la cepa 1H, en la
observacion microscopica se evidencio que la
vesicula era globosa y que presentaba fialides
alrededor de esta, se pudo apreciar la presencia de
los conidios que tenian como principal
caracteristica la forma globosa, al consultar el
manual de identificacion de hongos descrito por
Guevara, Urcia, & Casquero (2007) y de acuerdo
a lo observado se determiné que la cepa 2H
corresponde a Rhizopus sp y la cepa 1H a
Aspergillus niger.

Figura 1. Placas de los hongos aislados, (A) se aprecia
a la cepa 1H en la parte baja y (B) la cepa 2H y 3H.

En la generacion de biomasa a los 5 dias el
micelio de Aspergillus niger se desarrollo por
completo lo mismo sucedi6 con el micelio de
Rhizopus sp, pero ligeramente mas rapido se
desarrollaba el micelio de Aspergillus niger.

En la generacion de biomasa a los 5 dias el
micelio de Aspergillus niger se desarrolld por
completo lo mismo sucedi6 con el micelio de
Rhizopus sp, pero ligeramente mas rapido se
desarrollaba el micelio de Aspergillus niger.

Figura 2. Micelios fungales, (A) Aspergillus niger, (B)
Rhizopus sp y (C) consorcio (Aspergillus niger y

Rhizopus sp).
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Ensayos de remocion de plomo (II) y cadmio
an

Tal como se aprecia en la Figura 3, 4 y 5 la cepa
Rhizopus sp fue la cepa fungal que mas metal
removid plomo (II) en 86,39 %, cadmio (II) en
69,23 % y mezcla en 74,82 %; tras realizar el
analisis estadistico al tiempo final mediante la
prueba de Tuckey, se determind que no existe
diferencia estadistica entre los porcentajes de
remocion para plomo (II) por parte de Rhizopus
sp y consorcio con un valor de P>0,05. En cuanto
a cadmio (II) no existe diferencia P>0,05 entre
Aspergillus niger y consorcio. Para la mezcla de
ambos metales se obtiene P<0,05 por lo que si
existe diferencia estadistica entre los porcentajes
de remocion por parte de Aspergillus niger,
Rhizopus sp y consorcio.

Con los resultados obtenidos se afirma que el tipo
de micelio fungal afecta significativamente en la
remocion de los metales de plomo (II) y cadmio
(IT), esto se debe principalmente a la composicion
que tiene cada biosorbente.

En la Figura 3 se aprecia hay una mayor remocion
de plomo (II) por parte de Rhizopus sp. En la
Figura 4 se observa que hay mayor remocion por
parte de Rhizopus sp, esta diferencia en las
capacidades de remocion difieren por la
segregacion de metabolitos que usualmente
quedan residuos en el micelio y en la Figura 5, se
observa que la mayor remocion de la mezcla de
plomo (II) y cadmio (II) se da al trabajar con la
biomasa de Rhizopus sp seguido de la biomasa de

Aspergillus niger.
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Figura 4. Cinética de remocion de cadmio (II) por
Aspergillus niger, Rhizopus sp y consorcio.
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Figura 3. Cinética de remocion de plomo (II) por
Aspergillus niger, Rhizopus sp y consorcio.

Figura 5. Cinética de remocion de plomo (II) y
cadmio (II) por Aspergillus niger, Rhizopus sp y
consorcio.

A pesar de que existen muchas técnicas para la
descontaminacion de metales pesados como la
precipitacion quimica, filtracion, electroquimica,
osmosis inversa, entre otras cada una de estas
presentan sus ventajas y desventajas ya sea en
cuanto a costo, maniobra, infraestructura,
tecnologia entre otros. La biorremediacion es una
alternativa viable para la descontaminacion de
metales pesados ya sea de compartimientos
ambientales de agua, suelo incluso del aire.
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DISCUSION

En el presente trabajo se aisl6 los hongos
Aspergillus niger y Rhizopus sp de una poza que
contiene metales pesados, lo cual es una ventaja
trabajar con microorganismos que toleran metales
pesados; por su parte Villanueva (2015) aisl6 el
hongo Wallemia y la microalga Scenedesmus
obliquus a partir de efluentes de las lagunas de
oxidacion del parque industrial de Rio Seco
(PIRS) — Arequipa, Peru y Qayyum et al. (2016),
lograron aislar cepas de hongos de suelos
contaminados con Pb (26385,44 mgkg"); esto
demuestra que en lugares con alta concentracion
de metales existe microorganismos que con el
paso del tiempo se adaptaron y se desarrollan en
esas condiciones, siendo una alternativa potencial
por su capacidad de tolerar metales.

En los resultados obtenidos en contraste con los
que reporta Naeimi, Foroutan, Ahmadi,
Sadeghzadeh, & Ramavandi (2018) trabajando
con Rhizopus a una concentracion inicial de
plomo y cadmio de 10 mg/L la eliminacion
maxima de Pb (II) y Cd (II) es 95,66% y 94,55%
respectivamente y por su parte Bhateria & Dhaka
(2019) reportan que Aspergillus niger remueve
93% de cadmio (II) partiendo de una
concentracion inicial de 100 mg/L; en el presente
estudio difiere de estos resultados probablemente
porque se empled biomasa que aun tenia residuos
de acido en el micelio lo cual pudo formar
complejos con los metales plomo (II) y cadmio
(IT), probablemente se dio un proceso de sorcion
en las paredes celulares de los hongos; como
mencionan Khan, Umer, y Rehman (2013) la
capacidad de remocion se le atribuye a los grupos
funcionales tales como las aminas y grupos
carboxilicos. Aspergillus en un medio toxico
empieza a sintetizar mayores cantidades de
metalotioneinas para quelar los metales pesados
(Pal & Das, 2005), estas propiedades hicieron
posible la remocion de plomo (II) y cadmio (II) de
un medio acuoso.

En la biosorcion los principales factores que
influyen son: el tipo de microorganismo, edad
fisiologica del cultivo, temperatura, pH y
concentracion de los iones metalicos (Pérez Bou

et al., 2018); se trabajé a pH 5 obteniendo buenos
resultados, algunos estudios (Acosta et al., 2007;
Amini & Younesi, 2009; Sanchez et al., 2014)
también obtienen buena eficiencia de remocién
trabajando a pH écido.

En los procesos de biorremediacion es importante
que la biomasa empleada sea facil de cultivar para
generar grandes cantidades ya que el micelio es
una superficie reactiva (Albert et al., 2018), donde
se daran los procesos de sorcion. La biomasa
fungal es facil de cultivar (Shakya et al., 2016), se
emple6 un medio econémico como el caldo papa
dextrosa el cual resulto adecuado para la
formacion de la biomasa de Aspergillus niger y
Rhizopus sp.

La biomasa de Rhizopus no solo remueve metales
como plomo (II) o cadmio (II) también se reporta
que remueve eficientemente Cr(VI) (Espinoza-
Sanchez et al., 2019) y arsénico (Vala & Sutariya,
2012); esto es ideal ya que en un efluente
industrial se tiene una mezcla de distintos
metales. Gran parte de los estudios sobre
biorremediacion fue estudiado ampliamente a
nivel laboratorio, pero aun falta profundizar
ensayos a nivel campo, lo cual implicaria
suplementar con nutrientes, oxigeno, entre otros
(Mukherjee, 2016).

CONCLUSIONES

Se aislé e identificé los microorganismos de la
poza de oxidacion del laboratorio metalurgico de
la Universidad Nacional de San Agustin, siendo
los hongos Aspergillus niger y Rhizopus sp, se
determind experimentalmente que Rhizopus sp
fue el hongo que mas removio el metal plomo (II)
en 86,39%, cadmio (IT) en 69,23% y la mezcla en
74,82% presentando una mayor afinidad en la
remocion de plomo (II). Este sistema de remocion
de metales pesados basado en biomasa fungal no
requiere condiciones especiales, es economico,
presenta alta eficiencia de remocion, es facil y la
superficie del micelio es extensa lo cual es
adecuado para los procesos de biosorcion.
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