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RESUMEN

Se determind la capacidad de adsorcion de los idnes cuprico plumboso por Trichoderma viride FP-UNT-01 a
partir de soluciones ideales de sulfato de cobre y plomo (II), respectivamente. La biomasa fungica se obtuvo por
cultivo en suero de papa sacarosa sometida a un lavado con acido nitrico (HNO3) al 0.1N en biorreactores aireados;
los pellets formados se secaron en estufa a 60°C durante 24 horas. Se coloco 8g de pellets en un sistema de cuatro
columnas a través de las cuales se hizo pasar una solucion de i6n cuprico a 19 ppm y de i6n plumboso a 40 ppm de
concentracion para ser recirculadas durante seis horas. Cada tres horas se tomd una muestra de 250mL para ser
analizadas por espectrometria de masas. Se realizo tres repeticiones para cada tratamiento y los resultados se
sometieron a la prueba T de Student para muestras emparejadas. Se encontrd que 7. viride FP-UNT-01 presenta
mayor capacidad de adsorber i6n plumboso que de i6n cliprico con un 15.2% de diferencia.
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ABSTRACT

The adsorptive capacity of the cupric and plumbous ions by 7richoderma viride-01 FP-UNT from ideal solutions
of lead and copper sulfate (II), respectively, were determined. The fungal biomass was obtained by cultivation on
potato sucrose serum subjected to washing with nitric acid (HNO3) at 0.1N in aerated bioreactor; The formed pellets
were dried in an oven at 60 ° C for 24 hours. 8g was placed pellets in a four column through which was passed a
solution of cupric ion at 19 ppm and 40 ppm plumbous ion concentration to be recirculated for six hours. Every three
hours, a 250 mL sample for analysis by mass spectrometry was taken. Three replicates for each treatment was
performed and the results were subjected to Student's t test for paired samples. It was found that 7. viride FP-UNT-
01 has greater ability to adsorb plumbous ion to cupric ion with 15.2% difference.
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INTRODUCCION

El contenido metalico en los residuos mineros se encuentra usualmente en concentraciones bajas, de
modo que cuando superan determinados limites pueden llegar a ser toxicos y contaminantes debido a su
gran persistencia (a diferencia de la mayoria de compuestos organicos) y a la tendencia a acumularse en
los sistemas biologicos, siendo de gran peligro para el ambiente en general?. Al respecto, el decreto
supremo N° 0102010 establece que los limites maximos permisibles para las concentraciones de cobre
(Cu) y plomo (Pb) no deben ser superiores a 0.4 mg/l y 0.16 mg/1, respectivamente!2. El aumento de éstos
ocasiona graves alteraciones en el metabolismo, crecimiento y desarrollo de los seres vivos en los
diferentes ecosistemas3+:5:6.

Se ha descrito que la concentracion elevada de Cu y Pb afecta el crecimiento de los vegetales, no por una
disminucion significativa del potencial osmotico del sustrato sino por su propia toxicidad, asi como de los
animales porque afecta a las enzimas que catalizan las reacciones de la biosintesis de la hemoglobina
produciendo anemia y dafio cerebral23.5:6.7,

En el Perti, pais minero, existe una contaminacion permanente del ambiente hidrico: La Oroya sufre de
contaminacion con plomo, cadmio y otros metales, la ciudad Ilo por la lluvia acida, Cerro de Pasco, Madre
de Dios, La libertad, Lima y Cajamarca con la presencia de plomo, cadmio y otros metales en sus rios2!.
La misma situacion se ha observado en otros rios$%10.11.12.13 En el Departamento de la Libertad, se ha
determinado el impacto negativo de los relaves mineros sobre las aguas, suelos y cultivos en la Cuenca del
rio Moche!4.

Recientemente, se ha establecido el potencial de adaptacidon de algunos microorganismos a ambientes
extremos, estos microorganismos suelen poseer mecanismos de resistencia a los iones metalicos, lo cual
representa un fenémeno de gran interés en la perspectiva de su posible aplicacion y el uso de su biomasa
para tratar de eliminar metales pesados de los diferentes nichos acuéticos contaminados: bacterias, hongos,
levaduras y algas pueden eliminar los metales pesados y radionuclidos de las soluciones acuosa en
cantidades sustanciales!5.16,17.18,19,20,

Los mohos y las levaduras acumulan micronutrientes tales como Cu, Zn, Mn y no-metales; nutrientes
como U, Ni, Cd, Sn y Hg en cantidades mas altas que sus necesidades nutricionales25.26.27.2829 E] potencial
de la biomasa fungica como biosorbente ha sido reconocido por la eliminacion de los metales pesados
procedentes de aguas contaminadas?8.29.30.31,3233 E] micelio de los hongos tiene la capacidad de secuestrar
metales pesados bioasimilables y prevenir la translocacion a los vegetales, disminuyendo la disponibilidad
del mismo en el suelo30-3233.3435_ Si bien el mecanismo por el cual algunos metales pesados se acumulan en
las setas es algo incierto, parece estar asociada con una reaccion de quelacion con grupos tio (-SH) de
proteinas, especialmente, con la metionina3s36. Las setas se pueden utilizar para evaluar el nivel de
contaminacion ambiental, realizandose estudios para evaluar el posible peligro para la salud humana por
la ingestion de hongos que contienen metales pesados37-38.39,

Aspergillus niger MTCC 2594 fue capaz de acumular y adsorber Cr de liquidos contaminados después
del curtido de cueros y pieles y eliminar eficazmente los iones de U, Pb, Cd y Cu; A. oryzae elimino los
iones de Cd y Cu de una solucion acuosa; A. ferreus Cr, Niy Fe de efluentes metalurgicos; A. nigery
Mucor rouxii metales pesados de soluciones acuosas, y, comparativamente, Rhizopus sp. puede
bioadsorber mayor concentracion de metales pesados que Aspergillus sp?324. Se ha evaluado, asimismo, la
capacidad de Beauveria bassiana 'y Metarhizium anisopliae para adsorber Cd*2 y Pb*2 encontrandose que
B. bassiana mostré una mayor capacidad de adsorciéon en comparacion con M. anisopliae, 1o que podria
ser debido a la diferencia en la estructura de la pared celular26:27.39:40,

Se ha determinado, al mismo tiempo, que 7. viride es un biosorbente eficaz para la eliminacién de Cr
(VD) de las soluciones acuosas de alginatos libres de células?!, al igual que 7. asperellum que es capaz de
adsorber Cu (II) con mas de 90% de eficacia%s. 7. harzianum, por su lado, puede extraer y recuperar U a
partir de soluciones acuosas de Ca-alginato inmovilizados3°.

El Peri en los ultimos afios ha enfrentado el incremento de su industria minera, trayendo como
consecuencia el aumento de las técnicas para la extraccion de metales y por lo tanto el aumento de los



desechos que éstas ocasionan y considerando el papel relevante de los microorganismos en la adsorcion de
metales pesados, asi como el desarrollo de nuevas alternativas a los métodos tradicionales para el
tratamiento de aguas y suelos contaminados, el presente trabajo busca determinar la capacidad de
adsorcion de 7Trichoderma viride para i6n cuprico y plumboso a partir de soluciones ideales. Presentando
de esta manera una nueva alternativa de biorremediacion de los efluentes minero-industriales libre de
contaminacion ambiental y dafios para la salud publica.

MATERIAL Y METODOS

Cultivos:

Cultivo puro de Trichoderma viride FP-UNT 01, proporcionados por la catedra de Fitopatologia de la
Facultad del Departamento de Microbiologia y Parasitologia de la Universidad Nacional de Trujillo.
Trujillo, Pert.

Resiembra para obtener cultivo joven de Trichoderma viride FP-UNT-01

Del cepario de la catedra de Fitopatologia se tomé un cultivo de 7. viride FP-UNT-01, el cual fue
resembrado en tubos con Agar Papa Sacarosa mas Doxiciclina (APSD). Se incub6 a 25°C por 10 dias. Los
cultivos resembrados fueron identificados en base a sus caracteristicas macroscopicas y microscopicass2,
Produccion de Biomasa de 7. viride FP-UNT (130,40

A partir de cultivos puros de 7. viride FP-UNT 01 se realiz6 una siembra en frascos planos conteniendo
APSD. Se incub6 a 25°C durante 15 dias. Al cultivo en frasco plano se agregé 30 mL Agua Destilada
Estéril (ADE) y se realiz6 una suspension de esporas que fueron utilizadas en la produccion de biomasa.
El equipo para produccion de biomasa consistio en un sistema de aireacion para quince biorreactores, los
cuales eran recipientes cilindricos de vidrio de 500 mL de capacidad cada uno, conteniendo 300mL de
caldo papa suplementado con sacarosa (12g de azlcar) y antibidtico (Doxiciclina), a los cuales se agrego 5
ml de suspension de esporas. Estos sistemas fueron controlados a una temperatura de 25°C y aireacion
contante durante 15 dias. El aire fue suministrado por una bomba de aire, el cual paso primero por un
proceso de esterilizacion con sulfato de cobre al 5% y NaCl al 23% para que luego se distribuya a los
biorreactores. La cantidad de aire fue controlada mediante reguladores para evitar romper el micelio del
hongo en su crecimiento.

Obtencion de pellets de 7. viride FP-UNT (130:40

Luego del periodo de incubacion, se filtro el contenido de los 15 recipientes separando la biomasa
fingica producida mediante una malla, la que se colocé en placas de vidrio y se traté con HNO3 0.1N por
una hora. Posteriormente con ayuda de un lienzo se tamizé la biomasa en esferas o “pellets” de 5 mm de
diametro aproximadamente, los que fueron secados a 60°C por 24 horas, con la finalidad de obtener
pellets compactos y porosos33.

Equipo Experimental para adsorcion de Cu2*y Pb2+

Se construy6 un sistema de cuatro columnas de 25cm de alto y 2,5 de diametro cada una, empacadas y
conectadas en serie con efluente descendente. Las columnas fueron mantenidas herméticamente cerradas
por ambos lados con tapones de jebe. En el interior de cada columna, a aproximadamente 2cm de la base,
se colocd una malla. Dentro de las columnas se colocaron los “pellets” de 7. viride FP-UNT 01
suspendidas en dicha mallas4.

Preparacion de Soluciones ideales de Sulfato de Cobre y Sulfato de Plomo.

Se tomd 0,12g de CuSO4.5H,0 y se agregd dos litros de Agua Ultra Pura Estéril>S para obtener una
concentracion final de 19 ppm de i6n cuprico. Con respecto al i6n plumboso se tomo 0,2g de Sulfato de
Plomo (II) a la que también se agregd dos litros de agua ultra pura estéril5¢, para obtener una
concentracion final de 40ppm de éste i6n; se agregd HCl 0.1N para obtener un pH de 4 para ambas
soluciones. Estas soluciones ideales seran percoladas hacia la parte baja de la columna a través de
mangueras de plastico.



Evaluacion de la capacidad adsorbente de 7. viride FP-UNT (13040

Una vez culminada la fase de pelletizacion se agregd 2g de pellets a cada columna y se hizo recircular
2000 ml de las soluciones ideales. Se realizaron tres repeticiones. La capacidad de adsorcion de ion
cuprico y plumboso fue evaluada determinando la concentracion de los mismos iones en partes por millon
(ppm), para lo cual se extrajo 250mL de solucion cada 3 hora, hasta las 6 horas posteriores de iniciadas
las pruebas. Las muestras colectadas se analizaron por espectrometria de masas.

Las muestras para evaluar la capacidad absorvente fueron recolectadas cada tres horas desde la hora cero
hasta las 6 horas de tratamiento. Se colectdé 250ml de solucion de Sulfato de Cobre en frascos estériles,
conservandose la muestra con acido nitrico a un pH< 2. De la misma manera se procedi6 a la recoleccion
de las muestras de la solucion de Sulfato de Plomo. Posteriormente, las muestras fueron trasladadas al
Laboratorio para su analisis.

Analisis de Resultados

Los resultados obtenidos en cada ensayo fueron tratados estadisticamente mediante la prueba T de
Student para evaluar la significancia de las diferencias observadas entre las medias del factor de
evaluacion.

RESULTADOS

El porcentaje promedio de adsorcion de i6n cuprico por pellets de 7. viride FP-UNT 01 a las tres horas
fue de 6,9%, mientras que a las seis horas fue de 9.1% (Fig. 1).

Se observa que el promedio porcentual de adsorcion de i6n plumboso por pellets de 7. viride FP-UNT
01, segun la Fig. 2 fue de 7.327 ppm equivalente al 19,4% y 9.341 ppm equivalente al 24,3% a las tres y
seis horas, respectivamente.

En relacion a la comparacion porcentual promedio entre la adsorcion de i6n clprico y plumboso por 7.
viride FP-UNT 01, a las seis horas del ensayo se observa que 7richoderma adsorbio 9.1% de i6n cuprico y
24.3% de ion plumboso (Fig. 3).
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Fig. 1. Porcentaje promedio de adsorcion de i6n ctiprico (Cu?*) por pellets de 7Trichoderma viride FP-UNT 01 a
partir de una solucion ideal de sulfato de cobre a las tres y seis horas de tratamiento. a = p > 0.05, no existe diferencia
significativa. a: adsorcion de Cu2+
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Fig. 2. Porcentaje promedio de adsorcion de i6n plumboso (Pb%*) por pellets de 7richoderma viride FP-UNT 01 a
partir de una solucion ideal de sulfato de plomo (II) a las tres y seis horas de tratamiento. a = p > 0.05, no existe
diferencia significativa. a: adsorcion de Pb2+

6 HORAS

25

20

15

10

Adsorcién Promedio de Cu?*y
Pb2* (%)

Tiempo

Fig. 3. Comparacion porcentual de la adsorcion promedio de i6n ctprico (Cu2*) y plumboso (Pb2*) por pellets de
Trichoderma viride FP-UNT 01 a partir de soluciones ideales a las seis horas de tratamiento. a # b; p < 0,05; existe
diferencia significativa entre la adsorcion de Cu2*y de Pb2* por 7. viride FP-UNT 01. a: adsorcion de Cu2*b: adsorcion de Pb2+



DISCUSION

Se verificd que 7. viride FP-UNT 01 adsorbe ambos iones metalicos y probablemente la fijacion de los
metales se produce casi exclusivamente sobre o en la pared de las células, en la cual participan
activamente grupos aminos, carboxilos, hidroxilos, presentes en la quitina, quitosano, glucanos, proteinas,
etc.; polimeros que forman las paredes de los hongos y presentan cierta afinidad en la fijacion de los
iones!223. Sin embargo, el porcentaje promedio de adsorcion de i6n clprico se produce en un porcentaje
menor al 10%; esto puede deberse a que los sitios de fijacion de los iones en las paredes de los hongos no
han sido ocupados completamente por el metal, es decir no llegan a saturarse.

El hecho de que la adsorcion de ion cuprico y plumboso entre las tres y seis horas del tratamiento se
produce sin diferencia significativa, como lo demostré la prueba estadistica, corrobora que la mayor
adsorcion de 7. viride FP-UNT 01, tanto para los iones de cobre y plomo se dio dentro de las tres primeras
horas de iniciado el tratamiento; como lo demuestra estudios realizados determinando que el equilibrio de
adsorcion para cobre por 7. viride se dio en tres primeras horas39:40,

El tiempo para encontrar un buen equilibrio de adsorcién es muy importante en este proceso, ya que de
esto depende la cantidad de adsorcion de los iones; tanto en las Figura 1 y 2 la adsorcion ocurrid en las
tres primeras horas, pues la diferencia de adsorcion con las seis horas es menor del 5% para ambos casos,
lo cual se sustenta en que un proceso de adsorcion encuentra su equilibrio cuando no se observan cambios
en la concentracion del metal de la solucion mayor a 0,5% de la concentracion inicial313440, Muchos
autores estan de acuerdo en un tiempo de equilibrio de 20 a 60 minutos para la adsorcion de metales por la
biomasa fungica bajo condiciones neutras24549, Tal vez porque se lleva a cabo bajo condiciones acidas en
el presente trabajo, la adsorcion necesito de tres horas para alcanzar su equilibrio.

Otro parametro importante en bioadsorcion es la fuerza idnica, lo que influye en el tiempo para captar el
soluto a la superficie de la biomasa, el efecto de la fuerza idnica puede ser atribuido a la competencia entre
los iones, los cambios en la actividad de metal, o las propiedades de la doble capa eléctrica3!3234, Cuando
dos fases, por ejemplo, superficie de la biomasa y de solutos en disolucién acuosa, estdn en contacto, estan
obligados a estar rodeados por una doble capa eléctrica debido a la interaccion electrostatica; por lo tanto,
la adsorcion disminuye con el aumento de la fuerza i6nica323435.36_ haciendo que al transcurrir las horas la
adsorcion se mantenga o aumente en una minima cantidad (Figs 1 y 2); asimismo, esta explicacion
concuerda con los datos encontrados en donde la comparacién porcentual para cada ensayo en algunos
casos es menor a la sexta hora cuando deberia ser al contrario.

Al prestar atencion a la adsorcion de 7. viride FP-UNT 01 a las seis horas, tanto en las figuras 1 y 2, nos
damos cuenta que no hay un aumento significativo con respecto a las tres horas, asi mismo en algunos
ensayos transcurrido este tiempo la adsorcion disminuye, siendo probable que exista una pequefia
desorcion lo cual podria deberse a que, a medida que el pH de la solucion aumenta el nimero de protones
se disocian mas rapido de los grupos funcionales en la pared celular de los hongos3540. Lo mismo se
determino que la adsorcion de Cu, Cd y Zn por 7. viride fue 5.5 veces mas rapido a un pH de 4, asimismo
que es capaz de retener metales en abundante cantidad en su micelio que en sus esporas3, es por €so que
en el presente trabajo los pellets utilizados fueron hechos con la mayor cantidad de micelio posible.

La comparacion porcentual de la adsorcion entre ion clprico y plumboso, donde observamos que existe
diferencia significativa entre la adsorcion de los iones de cobre y plomo por 7. viride FP-UNT 01
habiendo una diferencia del 15.2% a las seis horas de tratamiento; sustentdndose en que plomo segun
estudios realizados encuentra un equilibrio de adsorciéon sumamente rapido, entre los 10 y 20 min y
después de alcanzar el equilibrio la cantidad de adsorcion de éste no cambia significativamente con el
tiempo3s.

Se verificd, también, que si existe adsorcion de ion cuprico y plumboso, sin embargo 7. viride FP-UNT
01 es capaz de adsorber mayor cantidad de ion plumboso que clprico; esto concuerda con lo reportado por
Iskandar cuando al evaluar la bioadsorcion de cobre y plomo por hongos filamentosos encontrd que el
género Trichoderma posee mayor capacidad para adsorber Pb(II) que Cu(II)35; también podria deberse a
que el flujo de recirculaciéon de la soluciéon fue muy rapido, lo que impididé un contacto ién-sorbente lo
suficientemente largo para una adecuada fijacion del 16n3949, en el caso de cobre.



T. viride FP-UNT 01 a las seis horas adsorbi6 solo 9.1% de i6n cuprico mientras que de i6n plumboso
adsorbio el 24.3% notandose que 7. viride tiene mayor capacidad para absorber plomo; una de las razones
seria que existe diferencia en el tamafio i6nico de los metales, radios i6nicos, potencial de electrodo, la
afinidad a los grupos funcionales en los biosorbentes, asi como en el modo de interaccidon entre los iones
metalicos y el biosorbente3s39, debido a lo cual pudo adsorber en menor tiempo mayor cantidad de i6n
plumboso; por el contrario la adsorcion de i6n clprico es menor ya que los radicales de la pared de este
hongo posiblemente fueron saturados por el metal en contacto mas rdpido*), no quedando espacio para
seguir adsorbiéndolo por mas tiempo.

CONCLUSIONES

T. viride FP-UNT 01 tiene la capacidad de adsorber i6n cuprico y i6n plumboso.
T. viride FP-UNT 01 adsorbe mayor cantidad de i6n plumboso que i6n ctprico.

e [a mayor adsorcion de i6n cuprico y plumboso por 7. viride FP-UNT 01 ocurrid en las tres primeras
horas de iniciado el tratamiento.
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