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Resumen

ABALDE, J., Cip, A., Torres, E. & Herrero, C. (1995). Bioacumulacién de cobre en la diatomea marina
Phaeodactylum tricornutum Bohlin. Nova Acta Cientifica Compostelana (Bioloxia), 5: 31-38

La bioacumulacién de metales pesados por las microalgas marinas es de particular importancia ya que éstas
constituyen el primer eslabén de la cadena tréfica marina. Los resultados obtenidos en este estudio muestran que
la mayor parte del cobre acumulado por las células de Phaeodactylum tricornutum se encuentra unido a la su-
perficie de las mismas, con relaciones entre cobre adsorbido y cobre total retirado superiores al 90%, mientras que
el porcentaje de cobre acumulado intracelularmente se sittia entre el 3 y el 6% del cobre total retirado. La cantidad
de cobre adherido a la superficie celular de esta diatomea aumenta con la concentracién de cobre del medio, con
un valor maximo de 1.52 x 10 pg célula’, para una concentracién de cobre en el medio de | mg1'. La capacidad
de acumulacién intracelular de cobre se satura a partir de 0.5 mg I'! de cobre en el medio, obteniéndose un valor
méximo de cobre intracelular de 0.037 x 10 ug célula™.
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Abstract

ABALDE, J., Cp., A., Torres, E. & HerreRrO, C. (1995). Bioaccumulation of copper in the marine diatom
Phaeodactylum tricornutum Bohlin. Nova Acta Cientifica Compostelana (Bioloxia), 5: 31-38

Bioaccumulation of heavy metals by marine microalgae is specially important since they constitute the first
step of the marine food chain. The results obtained in the present study show that most of copper accumulated by
Phaeodactylum tricornutum cells is located at the cell surface, with ratios between adsorbed copper and totai
removed copper higher than 90%, while the percentage of copper accumulated intracellularly is between 3% and
6% of the total removed copper. The proportion of adsorbed copper at the cellular surface increases with copper
concentration in the medium, being maximumat I mg Cul"! with 1.52x 10 g célula™!. The capacity foraccumulating
copper intracellularly is satured with 0.5 mg I"! of copper in the medium, with a maximum value of intracellular
copper of 0.037 x 10 pg célula.

Key words: Phaeodactylum tricornutum, heavy metal, copper, bioaccumulation.

INTRODUCCION alteran la estructura de los mismos, provocando
cambios en las comunidades bidticas

Los metales pesados son agentes contami- (KULSHRESTHA et al., 1989). Son vertidos al me-
nantes de ecosistemas acudticos, y como tales dio a través de numerosas y diversas fuentes

* Autor al que se enviard la correspondencia
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antropogénicas y se les considera peligrosos
paralavidaacudtica por su prolongada permanen-
ciaenlos sedimentos y porsutendenciaabioacu-
mularse en los tejidos y en las células vivas.

Los metales pesados se caracterizan por te-
ner una distribucién electrénica similar en el
tiltimo nivel electrénico (por ejemplo, Cu*?,Zn*2,
Cd*? y Hg*) (VIARENGO, 1989). La mayoria de
ellos son esenciales para el metabolismo de los
seres vivos a bajas concentraciones, pero pueden
ser toxicos para los organismos cuando aparecen
aelevadas concentraciones (EICHENBERGER, 1986;
Furness & Rainsow, 1990; MERriAN, 1991;
KENNISH, 1992).

Los microorganismos son, generalmente,
rdpidamente afectados por las descargas de me-
tales pesados en el ambiente; los contaminantes
ejercen directamente su efecto sobre ellos, alte-
rando a su vez la comunidad a la que pertenecen
(HugHes & PooLk, 1989). Por otra parte, las
microalgas han sido utilizadas como bioin-
dicadores de los niveles de contaminacién en el
medio marino (HORNSTROM, 1990).

Se han propuesto diversos mecanismos ac-
tivos y pasivos para la incorporacién de metales
pesados por las diferentes especies de algas. Las
paredes de los microorganimos acudticos, y en
concreto las de las células microalgales, tienen
una gran capacidad para ligar metales (PETERSON
et al., 1975). Este hecho resulta de una especial
importancia ya que las microalgas marinas
constituyen el primer eslabén de lacadenatréfica
marina y, por tanto, a partir de estos micro-
organismos se produce la transmisién de los
metales contaminantes a los organismos supe-
riores. Ademds, la capacidad de bioacumulacion
es una propiedad que debe tenerse en cuenta
cuando se analiza la posibilidad de utilizar
biomasamicroalgal paralaretiradadelos metales
de los ecosistemas naturales (VOLESKY, 1990;
MACASKIE, 1991).

En este trabajo se estudia la capacidad de
bioacumulacién de cobre que presenta
Phaeodactylum tricornutum, mediante la
cuantificacién de la cantidad de metal que es
capaz de retirar del medio, asi como en qué
medida el cobre retirado es bioacumulado
intracelularmente o bioadsorbido, en cultivos
con diferentes concentraciones de este metal.

MATERIALES Y METODOS

La especie microalgal utilizada ha sido
Phaeodactylum tricornutum, Bohlin (Baci-
llariophyceae), cedida porel Dr.Féabregas (Dpto.
Microbiologia y Parasitologia, Universidad de
Santiago de Compostela), quien la aislé de aguas
de la Riade Arousa. Los cultivos se realizan con
una iluminacién de 68.25 pmoles photon m? st
proporcionada por tubos fluorescentes MAZDA
fluor, aplicada con un ritmo nictimeral de 12:12
horas, en una cdmara de temperatura controlada
yconstantea 18+1°C. Los cultivos noson aireados
ni agitados mecdnicamente. El agua de mar
utilizada se filtra con filtros de acetato de celu-
losa de 0.45 um (MF-Millipore), posteriormente
se pasa por un cartucho de carbono activo y, por
ultimo, se esterilizaen autoclave a 121°C durante
20minutos. Serealizan cultivos de P. tricornutum
con una densidad celular inicial de 24 x 10*cé-
lulas ml!, en botellas PYREX con 500 ml de
aguademar, sin adicién de nutrientes inorganicos,
y diferentes concentraciones de cobre: 0.025,
0.05,0.10.0.25,0.5y 1 mg 1. Todos los cultivos
se realizan por triplicado, incluidos los cultivos
control a los que no se les adiciona cobre. El
inéculo procede de cultivos «stock» que se lavan
dos veces en agua de mar para eliminar los restos
de medio de cultivo.

Con el fin de que todo el metal afiadido al
medio aparezca en forma de ion libre se utilizé
agua de mar sin adicién de nutrientes y todo el
material fue lavado en 4cido nitrico (10%),
aclarado con agua destilada varias veces y este-
rilizado posteriormente a 121°C durante 10 mi-
nutos.

La densidad celular de los cultivos se deter-
mina diariamente mediante recuento en cdmara
Neubauer del nimero de células microalgales
presentes en una alfcuota tomada de cada uno de
los cultivos. A las 72 horas de cultivo se calcula
la tasa de crecimiento (LL), expresada en doblajes
dia!, a partir de Ia siguiente ecuacién:

pw=In(Nt) - In(N )
(t-t )'In2

donde t y t son el tiempo inicial y final del
periodo estudiado, ambos expresados en dias, y
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Nty N, el nimero de células ml"' en esos tiem-
pos.

La determinacién de la cantidad de cobre
retirado del medio por la microalga ensayada,
Phaeodactylum tricornutum, se realiza utilizan-
do unmétodo de espectrofotometriade absorcion
atémica basado en el descrito por STAUBER &
FLorRENCE (1985). Transcurridas 72 horas de
exposicion a las distintas concentraciones del
metal, se separan dos fracciones con un nimero
suficiente de células a partir del cultivo original:
una de ellas se utiliza para medir el cobre total
retirado por las células microalgales (cobre
intracelular y cobre adsorbido a la superficie
microalgal), y la otra se utiliza para medir el
cobre intracelular. Para la determinacién del
cobre total retirado, se filtra una de las alicuotas
del cultivo a través de filtros de ésteres de celu-
losa MF-Millipore de 0.45 pm de didmetro de
poro. Cada uno de los filtros se digiere con 1ml
de HNO, 15 M y 0.5 ml de HCIO, al 72%. Fi-
nalizado el proceso de digestién se diluye la
muestra hasta 5 ml con agua filtrada por un
sistema Milli-Q de Millipore. La concentracion
de cobre en lamuestra se determina por espectro-
fotometria de absorcién atémica en un espec-
trofotémetro Perkin Elmer modelo 2380. Para la
determinacion del cobre intracelular se recogen
las células por centrifugacién de la otra alicuota
del cultivo y se resuspenden en una solucién de
EDTA 0.02 M en agua de mar, con el fin de
eliminar el cobre adsorbido en la superficie
microalgal. Después de 20 min, las células se
centrifugan de nuevo y se digieren como se ha
descrito anteriormente. La cantidad de cobre en
la muestra se mide por espectrofotometria de
absorcién atémica. El cobre adsorbido a la su-
perficie celular se calcula a partir de ladiferencia
entre las dos fracciones medidas anteriormente
(STAUBER & FLORENCE, 1985).

El tratamiento estadistico de los datos se
llevé a cabo mediante el programa informatico
de estadistica SPSS/PC+ versién 4.10 (SPSS
Inc), aplicindose un ANOVA unifactorial.

RESULTADOS

P. tricornutum es capaz de acumular impor-
tantes cantidades de cobre adherido a su pared

celular (Fig. 1). La cantidad de cobre adherido a
la superficie celular aumenta cuando la concen-
tracién del metal en el medio aumenta. En los
cultivos con 0.025 mg 1! de cobre en el medio la
cantidad de metal que se adhiere a la superficie
celular es 0.018 x10° ug célula’!, mientras que
cuando la concentracién de cobre en el medio es
1 mg 1!, la cantidad de cobre adherido a la su-
perficie celular es 1.512 x10 g célula’'. A las
concentraciones de cobreensayadas nosealcanza
la saturacién en la capacidad de acumulacién de
cobreen lapared celular, aunque como se observa
en la figura 1, se tiende a dicha saturacidn.

La adhesién del metal a la superficie celular
es un proceso rapido que no depende de energia.
Después de esta adsorcién, una parte del cobre
puede penetrar en la célula y acumularse en su
interior, siendo éste un proceso que necesita
energia. P. tricornutum acumula cobre intra-
celularmente y la concentracién de metal acu-
mulado aumenta con la cantidad de cobre en el
medio (Fig. 2). La cantidad de cobre acumulado
intracelularmente es proporcional a la cantidad
de cobre del medio en los cultivos con concen-
traciones de cobre entre 0.025 y 0.5 mg 1.
Concentraciones superiores de cobre en el medio
no producen un incremento en la cantidad de
cobre acumulado en el interior de la célula; asi,
en los cultivos con 0.5 mg 1! de cobre la con-
centracién intracelular del metal es 0.034 x10° g
célula!, mientras que cuando laconcentracién de
cobre en el medio se duplica no se produce un
incremento significativo en la cantidad de cobre
intracelular (0.037 x10ug célula™') (Fig. 2). Estos
resultados indican que la capacidad de acumu-
lacidn intracelular de cobre se satura a partir de
0.5 mg 1" de cobre en el medio.

Si representamos la cantidad de cobre
adsorbido frente al cobre intracelular, expresado
en x10% g célula™! (Fig. 3) se obtiene de nuevo
una curva asintética, similar a la observada para
el cobre acumulado intracelularmente, indican-
do que el cobre adsorbido todavia puede seguir
aumentando mientras que el cobre intracelular
permanece constante.

En la Tabla I se presentan las cantidades de
cobre retiradas del medio por las células, ex-
presadas en mg de cobre por litro de cultivo, asi
como la densidad celular final alcanzada por los
distintos cultivos. Al aumentar la concentracion
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Fig. 1. Cobre adsorbido (expresado en 10 g celula™! ) en la superficie de las células de P. tricornutum cultivadas
con distintas concentraciones de cobre en el medio.
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Fig. 2. Cobre intracelular (expresado en 10° g celula™ ) y tasa de crecimiento () (expresada en doblajes dia™')
de los cultivos de P. tricornutium cultivadas con distintas concentraciones de cobre en el medio.
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Fig. 3. Relacién entre el cobre adsorbido e intracelular (expresados en 10 g celula! ) acumulado por las células
de P. tricornutum cultivadas con distintas concentraciones de cobre en el medio.

TasLaA L. Densidad celular final (expresada en células x 10* ml") y cobre retirado del medio (expresado en pig
I'") por las células de P. tricornutum cultivadas con distintas concentraciones de cobre en el medio en cada una
de las fracciones: cobre intracelular, cobre adsorbido y cobre total retirado del medio. Los valores se expresan

como media * desviacion tipica

Ta Densidad celular  Intracelular (In) Adsorbido (Ad) Total retirado(Tr)
(mg 1Y) (cel x 10* ml™) (hg 1™ (ng1h (Hg 1)
0.025 80.75 £ 6.31 0.69 £ 0.00 1227 + 0.00 12.93 = 0.000
0.05 70.00 £5.29 1.38 = 0.002 2572 £ 0.02 27.10 £ 0.021
0.1 62.19 +£4.92 3.14 + 0.004 62.61 £ 0.04 65.74 £ 0.045
0.25 52.31£4.30 593 £ 0.010 128.14 + 7.57 134.07 £ 7.587
0.5 25.69 £3.14 9.99 + 0.023 266.35 + 3.59 276.34 + 3.671
1 22.44 £4.80 10.04 + 0.027 41093 £ 11.21 42097 + 11.249

Ta = cobre afiadido a cada cultivo. In = cobre intracelular determinado en la biomasa microalgal. Ad = cobre
adherido a las biomasa microalgal. Tr = cobre total retirado del medio.
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TasLaA II. Relaciones entre las distintas fracciones de cobre acumuladas por P. tricornutum cultivada con distintas

concentraciones de cobre en el medio

Relaciones
Tr/Ta Ad/Tr In/Tr Ad/In

[Cu] (%) (%) (%)

0.025 51.72 94.6 5.4 17.63
0.05 54.20 94.9 5.0 18.63
0.1 65.74 95.2 4.8 19.93
0.25 53.62 95.6 4.6 21.57
0.5 55.26 96.4 35 26.68

1 42.09 97.6 2.3 40.93

Ta = cobre afiadido a cada cultivo. In = cobre intracelular determinado en la biomasa microalgal. Ad = cobre
adherido a las biomasa microalgal. Tr = cobre total retirado del medio.

de cobre desciende la densidad celular final,
debido al efecto del cobre sobre la velocidad de
crecimiento (Fig. 2), sin embargo aumenta la
cantidad de cobre retirado del medio, tanto el
intracelular como el adsorbido, debido a que,
como hemos expuesto, las células aumentan su
capacidad de acumular cobre en funcién de la
concentracién de este en el medio.

Lacantidad de cobre total retirado por litro de
cultivo (adsorbido a la superficie celular +
intracelular) es aproximadamente el 50% del
cobre afiadido al medio para cualquiera de las
concentraciones ensayadas (Tabla II). Los re-
sultados obtenidos muestran que la mayor parte
del cobre ligado a las células de Phaeodactylum
tricornutum se encuentra unido ala superficie de
lasmismas, conrelaciones entre cobre adsorbido
y cobre retirado total superiores al 90% (94-
97%), mientras que el porcentaje de cobre acu-
mulado intracelularmente se sitia entre el 3 y el
6% del cobre total retirado (Tabla II).

El cobre total retirado del medio de cultivo
aumenta con la concentracion de este metal en el
medio; sin embargo, en los cultivos con con-
centraciones de cobre superiores a 0.1 mg 1! el
porcentaje de cobre retirado con respecto al
afiadido desciende, lo que estd relacionado conel
hecho de queladensidad celularalas 72 horas de

exposicién al metal es menor en estas concentra-
ciones, debido a las tasas de crecimiento mas
bajas (Fig. 2). Asf, el maximo porcentaje de
cobre retirado respecto al total afiadido alcanza
valores del 65% en los cultivos con una con-
centracion de cobre de 0.1 mg 1! (Tabla II).

DISCUSION

Las células son capaces de adsorber metales
en susuperficie celular, pero una fraccion de este
metal entraen lacélulay sélo una fraccién puede
ser atrapada de forma inactiva, por ejemplo
unidoafitoquelatinas (GriLL et al., 1987; RACHLIN
et al., 1982). El exceso de cobre que entra en la
célula es el responsable de todas las alteraciones
que se producen a nivel celular, y como conse-
cuencia de ello anula o reduce el crecimiento
celular (Fig. 2).

La acumulacién de metales traza y sus
radiois6topos por microalgas plancténicas ha
sido objeto de numerosos estudios, que muestran
que las algas unicelulares pueden captar eleva-
das concentraciones de metales pesados
(Nakanmaetal., 1981; REED & Gapp, 1990). Dos
son los mecanismos principales mediante los
cuales pueden llevar a cabo este proceso: Ia
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unién de los metales a superficies celulares
(bioadsorcién) y la acumulacién intracelular
(bioacumulacion).

La incorporacién de metales por las
microalgas es un proceso que se lleva a cabo en
dos fases: una fase rdpida, independiente del
metabolismo, que consiste en la unién del metal
a la superficie celular; y una fase mds lenta de
incorporacién al interior de lacélula, que se debe
al efecto simultdneo de laincorporacién activay
la difusién pasiva del metal (GARNHAM et al.,
1992).

La pared celular de la mayoria de los
microorganismos (bacterias, hongos y
microalgas) constituye una barrera externa de-
finida, que se sitia exteriormente alamembrana
citoplasmadtica celular, y protege a los
microorganismos frente a las condiciones am-
bientales, controla los flujos existentes entre el
citoplasma y el medio que rodea a la célula, y
determinalaformay larigidez celular. Dado que
estd directamente relacionada con el medio,
interactda con las sustancias solubles de éste;
esta interaccion puede ser particularmente pro-
nunciada en el caso de los iones metdlicos,
debido a las carateristicas aniénicas de la pared
celular (REMACLE, 1990). En concreto, las su-
perficies celulares de las microalgas juegan un
importante papel en la retirada de los metales
pesados (S1GG, 1987; WHITFIELD & TURNER, 1987).
Las microalgas presentan amplias dreas super-
ficiales con una alta afinidad por estos agentes.
Las paredes celulares microalgales tienen nu-
Merosos poros en su estructura que permiten que
tanto las moléculas como los iones las atraviesen
(Kuyucak & VOLESKY, 1990).

El cobre, en particular, es un metal que
muestra una elevada afinidad por los grupos
funcionales de la superficie de las microalgas,
con altas constantes de formacién de complejos
(XUE et al., 1988). Las células microalgales po-
seen en su superficie varios grupos funcionales:
carboxilo, amino, tio, hidroxi e hidroxi-
carboxilico, que pueden interactuar con los iones
metdlicos (XUE et al., 1988) formando comple-
josdeelevadaestabilidad. PETERsON et al. (1975)
han calculado que la diatomea Phaeodactylum
posee 6.7 x 108 lugares en su superficie celular
capaces de ligar dtomos de plomo.

Estos hechos permiten explicar por qué en el
presente estudio lamayor parte del cobre (el 90%
del cobre retirado aparece como adsorbido, Ta-
blas I y II) se encuentra ligado a la superficie
microalgal, siendo éste uno de los mecanismos
mas importantes de defensa que presentan estos
microorganismos contra la contaminacién por
éste y otros metales pesados que se encuentren
en el medio.

Sin embargo, a pesar de este mecanismo,
cierta cantidad de cobre se incorpora al interior
de la célula, ya que éste es un elemento esencial
para la fisiologfa celular, pero cuando su con-
centracion intracelular se eleva por encimade un
determinado umbral comienza a ejercer su toxi-
cidad. La concentracion intracelular de cobre se
satura a 0.037 x10° g célula! (Tabla I; Fig. 2),
lo que indica que la cantidad de cobre que pro-
voca los efectos téxicos a nivel celular es mini-
ma. Por esta razdn, a medida que aumenta el
cobre intracelular se observa un descenso de la
tasade crecimiento. Laretirada de metales toxicos
del medio por quelacién de los iones metdlicos,
muestra una fuerte correlacion entre la tasa de
crecimiento microalgal y la concentracién de
cobreidnicolibre en el medio (MOREL & MORGAN,
1972). Numerosos autores han encontrado que
cuando aumenta la asimilacién y se sobrepasan
ciertos niveles de acumulaciénintracelularde un
metal, disminuye el crecimiento (COLEMAN et al.,
1971; Kuyucak & VoLEsky, 1990). En los re-
sultados obtenidos en este estudio, se observa
que las células que acumulan mds cobre son las
que se cultivan en un medio con una cantidad
elevada de cobre y presentan una minima tasa de
crecimiento.

Todos estos mecanismos permiten a las cé-
lulas actuar como bioacumuladores, retirando
del medio el metal que se encuentra en exceso
(Kuyucak & VOLESKY, 1990). Esta capacidad de
bioacumulacién de las células serd tanto mayor
cuantomayorseasuresistenciaalatoxicidad por
el metal, puesto que si el metal inhibe su creci-
miento, las posibilidades de retirada son meno-
res. Esto se puede observar en nuestros resulta-
dos en los que a las concentaciones mds altas de
cobre ensayadas se produce un descenso del
porcentaje de cobre retirado, precisamente debi-
do a que existe un menor nimero de células que
puedan ejercer la funcion de retirada (Fig. 2).
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