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RESUMEN

Aspergillus nigerGC1 es un microorganismo
potencial paraser utilizado en procesos debiorremediacion
de niquel (11). A las concentraciones ensayadas de niquel
divalente (1,5 y 3,0 mg/l) no se produjo inhibicion del
crecimiento celular. A pH 4,5 se obtuvo unaeficienciade 60
y 73 %, enlabiorremediacionde 1,5y 3,0 mg/l deniquel (I1)
respectivamente, mayor al valor obtenido a pH 5,5. Se
propone un mecanismo de detoxificacion del Ni(ll) en
solucién acuosa por la célula fangica, sugiriendo que en
primer lugar, € Ni (I1) se adsorbe ala pared celular del
hongo, y en segundo lugar, se produce la absorcion del
metal al interior celular, paraser posiblemente almacenado
0 secuestrado, en laestructuravacuolar, afinde disminuir
latoxicidad en el citoplasmacelular.

INTRODUCCION

El niquel (Ni) es un metal de transicion de color
blanco-plateado, conductor de la electricidad y del calor;
es ductil y maleable, por lo que se puede laminar, pulir y
forjar facilmente. Este posee propiedades quelo hace muy
reguerido para que se combine con otros metales (hierro,
cobre, cromo y zinc) y formar aleaciones que se utilizan
para la fabricacion de monedas, joyas, valvulas,
intercambiadores de calor y en la produccién de acero
inoxidable (Hernandez Estévez, 2009).

Los seres humanos se ven expuestos al metal por
aleaciones de niquel utilizadas en prétesis dentales,
tornillos empleados en huesos fracturados (Smialowicz et
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al.,1998) y através del contacto de la piel con cubiertos,
monedas, cierres, joyas de acero inoxidables (Sarkar &
Margules, 2002). En el medio ambiente, € niquel seencuentra
principal mente combinado con oxigeno o azufreenformade
Oxidosy sulfurosy puede formar complejos estables con la
materia organica disuelta (Nieminen et al., 2007). Tanto a
Oxido como al sulfuro de niquel, se han asociado con cancer
de pulmén de los obreros de las refinerias de este metal
(Robertsetal., 1989; Sarkar & Margules, 2002).

Las formas solubles e insolubles del niquel se
clasificaron en el grupo | de carcinégenos humanos (Sarkar
& Margules, 2002) debido al diagnostico realizado por €
Comité Internacional de Carcinogénesisdel Hombre, quienes
demostraron que el cancer respiratorio de los trabajadores
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enlasrefineriasdel metal, sedebia a contacto con el 6xido
y € sulfuro de niquel.

El niquel que se encuentra en aguas superficiales
proviene de la precipitacion pluvial de particulas
suspendidas en la atmosfera y por lixiviacion. La
concentracién natural de niquel enriosy lagos es muy baja
(menor al0ig/l) (ATSDR, 2000). Sinembargo, lasdescargas
de aguas residuales domésticas y de diversas industrias
(metalUrgicas, fébricas de bateriasy pinturas) enloscuerpos
de agua han incrementado su concentracion en esos
ecosistemas, disminuyendo su utilizacion como agua
potable y para fines agricolas e industriales (Weng, 2002;
Fouladi etal., 2011)

La remocién de niquel por métodos quimicos
convencionalescomo, precipitacion, filtracion, intercambio
ionico, oxidacion-reduccion, son caros e ineficaces,
especia mente cuando la concentracion de metales es baja
(24-27 ppm). Esto esimportanteyaque e valor recomendado
de niquel en agua potable por Environmental Protection
Agency (EPA) (2010) es de 0, 1 mg/l, mientras la OMS
consideracomo valor dereferencia0,07 mg/l.

Una alternativa para disminuir el contenido de
metales en soluciones acuosas, es emplear procesos
biotecnoldgicos que utilizan microorganismos que tienen
lacapacidad deremover metales, mediante mecanismostales
como adsorcion a las superficies de las estructuras
biol dgicas, quelacion, precipitacion o absorcion (Matheickal
etdl., 1999; Tan & Cheng, 2003; Rodriguez & Quesada, 2006;
Sarkar et al., 2010). Estos mecanismos estan regulados por
el pH, €l tipo y la concentracién de los ligandos, y por €l
estado redox del sistema, especialmente en aquellos de
remocién por adsorcion, en € cual € metal se fijaala
superficie del adsorbente (Haluk & Yetis, 2001; Anaya &
Encinas, 2007; Fouladi et al, 2011).

El objetivo de este trabajo fue determinar |a capacidad
de Aspergillus niger GC1 para remediar niquel (I1) en
soluciones acuosas, estudiar la influencia del pH vy
concentracién de niquel (11) sobre el crecimiento de hongo
y en laremediacién del metal; y proponer el mecanismo de
biorremediacion deNi (1) por €l microorgani smo empl eado.

MATERIALESY METODO

Microor ganismo: Se utiliz6 unacepade Aspergillusniger
GCl1, obtenida del cepario del Instituto de Biotecnologia,
delaFacultad de Bioquimica, Quimicay FarmaciadelaUNT.
La misma se activo mensua mente por repigues sucesivos
en medio Czapeck y se mantuvo a4°C.
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Solucién de conidios: La solucién de conidios se prepard
adicionando conidios de A. nigerGC1 en solucion
fisiologicay 1 gotade Tween 80, hasta a canzar unaDO de
0,250, para unalongitud de ondade 560 nm, equivalentea2
x 10° conidios/ ml. El inoculo seagregd a medio de produccién
al 10% (v/iv).

Condicionesde cultivo: Entodoslos ensayos se utilizé un
medio de produccion que tiene la siguiente composicion,
engll: 3, NaNO,; 1, K ,HPO,; 0,5, MgSO, 7H,0; 0,5 KCly
10, glucosa; Todos los experimentos se realizaron en un
agitador rotatorio termostatizado, a28°Cy 250 revol/min
durante 96 h deincubacion. Las concentraciones deNi (11)
y el pH del medio de cultivo seindicaran en cada ensayo.

EgtudiosderemociéndeNique 11:

EfectodediferentesconcentracionesdeNi (I1):

A partir de unasolucion madre de 50 mg/l deNiCl,,
se extrajeron distintos volUmenesy se agregaron a50 ml de
medio de produccién, para obtener diferentes
concentracionesdeNi (11): 1,5y 3,0mg/l. El mediosellevéa
pH 5,5y seesterilizd a120 °C durante 10 min. Posteriormente
se agregd 5 ml de inéculo de Aspergillus nigerGC1.
Paralelamente se realizaron dos controles: a) Medio de
produccién que contiene la suspensién de conidios de A.
nigerGC1, en ausencia de iones Ni (I1) y b) Medio de
produccién con las diferentes concentraciones de Ni (1)
sin el agregado del microorganismo. Estedltimo, serealizo
paradeterminar quelaremocion del metal no se produce por
retencién de los compuestos organicos del medio.

InfluenciadepH :

El medio de produccion que contiene 1,5 mg/l y 3,0
mg/l deNi (I1) sellevo a diferentespH: 4,5y 5,5, con H,SO,
(20%) o NaOH (20%). Seesteriliz6a121 °C, 10 min, seenfrid
y seagregd 5 ml delasuspensién de conidios. Paralelamente
se realizaron dos controles, a) medio de produccion a
distintos pH (4,5y 5,5) y con lasuspensién de conidios a
10 % (v/v), enausenciade Ni (I1) y b) mediosadiferentes
pH con 1,5 y 3,0 mg/l de Ni (1), en ausencia del
microorganismo.

M ecanismo dedetoxificacién deNi (I1) por A. nigerGC1.:
50 ml de medio de produccion (50 ml) apH 4,5, se
suplement6 con 3 mg/l de Ni (I1) y se agregd 5 ml de la
suspension de conidios del hongo. Los ensayos se
incubaron en un agitador termostatizado a28 °C, 250 revol/
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min durante 96 h. El micelio se recupero por filtracién con
papel defiltro Whatman N° 1y selavd con aguadesionizada.
El aguadelavado se guardd paramedir Ni (1) adsorbido ala
pared celular. Posteriormente, al micelio lavado se agregd 5
ml de aguadesionizada, se molié en un mortero hasta obtener
unamezclahomogéneay sefiltré con membrana de acetato
de celulosa (0,45 mm). El filtrado obtenido se usd para
determinar Ni (I1) intracel ular.

Deter minaciones:

La biomasa se recuperé del medio fermentado por
filtracién, con papel defiltro (Whatman N° 1), selavé varias
veces con agua destilada y se secé a 105°C hasta peso
constante. El Ni (I1) residual, serealizd por Espectroscopia
de Absorcién Atémica— Llama (EAA). Las determinaciones
se redlizaron en el Laboratorio de la Seccion Quimica de
Productos Agroindustriales de la Estacion Experimental
Agroindustrial Obispo Colombres.

Reproducibilidad:

Todos los ensayos se realizaron 2 veces por
duplicado y los valores reportados son € promedio de 4
valores independientes. Los datos fueron analizados
estadisticamente para obtener la desviacion estandar con
un MS-Excel. Los valores promedio fueron comparados,
usando anova, aP<0.05y en un F-test.
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RESULTADOSY DISCUSION

Efecto dediferentesconcentracionesdeNi (I1):

Los resultados obtenidos mostraron que con las
distintas concentraciones de niquel divalente (1,5y 3,0 mg/
1) no se produjo inhibicion del crecimiento celular, ni hubo
variacion morfologica de los pellet de A. niger GC1 ,
respecto al control. Enlafigural, se observaqueconlas
concentraciones del metal ensayadas, se obtuvo un 21 %
maés del valor de biomasa respecto a control (sin niquel),
nuestros resultados coinciden con los obtenidos por otros
investigadores (Tobin et al., 1984; Sarkar et al., 2010) y
sugieren que el niquel seria utilizado durante los procesos
metabdlicos del hongo, ya que se encontraron muchas
enzimas que requieren Ni (I1) como grupo prostético o
cofactor (Hernadndez Estévez, 2009). Por el contrario,
Artemia franciscana se vio afectada con concentraciones
de 3,0 mg/l o mayoresdeNiCl, (Jiménezet a., 2006).
Efectode pH:

El pH es uno de los pardametros mas importante en
los procesos de remediaci 6n de metal es pesados por biomasa
vivay biomasainactiva. Esto sedebeaque, apH écidosse
encuentra mayor cantidad protones, mientras que a pH
acalinos, hidroxilos, en el medio de cultivo. Estos iones
producen la alteracion de los sitios de union del metal ala
pared celular de la célula, el transporte al interior del

Figura 1: Efecto de 1la
concentracion de Ni(II) sobre el
desarrollo de Aspergillus niger
GC1. (II): Control, sin Ni (II)
(Og)s; L,S5(m)y 30
mg/l ( @ ) de Ni (II). Los
valores fueron obtenidos a las
96 h de incubacién.
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organismo, o la especiacion del metal, modificando la
interaccion entre ellos (Herndndez Estévez, 2009).

Losresultados muestran quelavariacion del pH tiene
mucha influencia sobre la remocion de Ni (1) por A.
nigerGC1 en solucién acuosa. A pH 4,5 se obtuvo la
eficiencia més alta de biorremediacion del metal de la
solucion atratar, conun 60y 73 % deremocion paral,5y
3,0 mg/l de Ni (1), respectivamente. Estos resultados
coinciden con los de Volesky & Holand (1995) y Hernandez
Estévez (2009), quienes obtuvieron la maximaremocion de
niquel (11) a pH 4,0. Mientras que difieren de aquellos
encontraron con algas marinas, con lacual se obtuvo mayor
remociénapH superioresa5,00 (Matheicka etal., 1999). La
méxima eficienciade biorremediacién con A. niger GC1 se
obtuvieron alas 96 h deincubacién, mientras quelamaxima
remocion de niquel (91%) reportado por Sarkar et a. (2010),
fue alos 7 dias de incubacion.

A pH 5,5 solo se obtuvo una eficiencia del 60% de
remocién de Ni (I1) cuando la concentracion fue de 1,5 mg/
[. Mientras que con 3,0 mg/l del metal, la eficiencia de
biorremediacion disminuy6 aun 17 %.

Distribucién deNiquel en lamasa celular de Aspergillus
nigerGC1 .

El niquel se consideraun micronutriente esencial para
los seres vivos, pero existe una concentracion dada del
metal que resultatoxicaparaun organismo (Matheickal et
al. 1999; Jiménez et al., 2006; Hernandez Estévez, 2009; Sarkar
et a., 2010). De acuerdo a los ensayos realizados, €l
desarrollo de A. niger GC1, no fueinhibido cuando secultivo
con 3,0mg/l deNi (I1). Cabe preguntar, €l metal fue absorbido
por el hongo o un gran porcentaje se encuentra adsorbido
en la pared celular. Para dilucidar este interrogante se

3459
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realizaron ensayos afin de determinar la ubicacion del metal
en laestructura del hongo (Figura 2).

De acuerdo a los resultados obtenidos se observo
queun 57,8 % se encontré en el interior celular con respecto
alaconcentracioninicial deNi(Il) (3mg/l). Esto sugiere que
parte del metal fue utilizado en el metabolismo celular, lo
cual se confirmapor el aumento delamasa celular respecto
al control (Figura 1), posiblemente la mayor parte se
encontraria retenido o incluido en la vacuola del
microorganismo, afin dedisminuir latoxicidad del metal.

En lafigura 2 se observa que un bajo porcentaje de
Ni(ll) se determind en aguas de lavado. Este resultado
muestra que, en nuestro caso, una minima concentracion
del metal se encontrariaunidaalapared celular del hongo,
y sugiereque éste seriael primer paso, paraingresar a interior
de la célula fungica. El porcentaje de Ni (II) restante se
determiné en el medio abiorremediar (Figura2).

CONCLUSION

Se determind que Aspergillus nigerGC1 tiene
potencial para ser utilizado en los procesos de
biorremediacién de Niquel (11). Sudesarrollo no fueinhibido
cuando se incubé en medios que contienen 1,5y 3,0 mg/l
del metdl. Lamaximaeficienciadebiorremediacion del Niquel
(1) fuedeun 60y 73 %, apH 4,5 con ambas concentraciones
del metal.

Proponemos que el mecanismo de detoxificacion de
lacélulafingicaseriacomo primer paso, laadsorcion del Ni
(I1) en la pared celular del hongo, y en segundo paso, su
incorporacion al interior celular para ser almacenado o
secuestrado, posiblemente en la estructura vacuolar, afin
dedisminuir latoxicidad del metal en el citoplasmacel ular.

Figura 2: Distribucién de Ni (II) en
aguas de lavado de la superficie del
micelio ( @ ), en el interior de
Aspergillus niger GCI1( [] ) yenel
medio de produccion ( @ ).
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