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RESUMEN 

Los resultados obtenidos en el presente estudio mostraron que las variables de 

crecimiento como rango de crecimiento (µ)  tiempo de duplicación (td) y constante 

de crecimiento (k) fueron superiores a valores de pH  de 7 y 5.5 respectivamente. 

Caso contrario para el pH 3.5 donde el crecimiento del organismo de estudio  fue 

negativo. Estos resultados permitieron garantizar la biodisponibilidad del  Cobre 

(su bio-disponibilidad está entre el rango de pH 5.5 y 6) en el medio de cultivo, así 

como garantizar el crecimiento de E. gracilis.  Posteriormente, se procedió a 

evaluar el rango de tolerancia de este organismo a Cu
2+

, los resultados obtenidos 

indicaron que las células de E. gracilis presentaron una dosis media inhibitoria del 

crecimiento  a  la dosis de 0.66 mM de Cu
2
. Igualmente, se comprobó que la 

exposición de E. gracilis a las dosis crecientes del metal (0.2, 0.4, 0.8 y 1.6 mM) 

mostraron un efecto negativo sobre la estabilidad de los pigmentos  fotosintéticos 

que participan en la captación de la luz en el complejo antena. Mediante el análisis  

de la clorofila total, relación de clorofila a/b y carotenoides totales a los 72 y 144 h 

después de la exposición al elemento. Confirmando el efecto negativo de dosis de 

0.8 y 1.6 mM de Cu
2+ 

sobre la actividad metabólica de las células de E. gracilis.   
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INTRODUCCIÓN 

Durante, las últimas décadas, como resultado del desarrollo de 

asentamientos poblacionales y el impulso de diferentes actividades industriales se 

ha favorecido una mayor persistencia y bio-disponibilidad de compuestos químicos 

como los metales pesados en diferentes ecosistemas acuáticos (Gale et al., 2006). 

Los elementos potencialmente tóxicos (EPTs) pueden ser esenciales o no 

esenciales para los seres vivos, pero todos ellos en exceso representan un riesgo 

latente para la salud de las especies que habitan estos ecosistemas entre ellas al 

ser humano. Dentro de los EPTs que tienen gran relevancia en la agricultura es el 

Cobre (Cu+2), el cual es requerido en el metabolismo y procesos celulares de las 

plantas, pero en cantidades elevadas puede generar  serios problemas en la salud 

de los sistemas acuáticos (Yruela, 2005). Lo anterior ha generado la necesidad de 

desarrollar tecnologías para la remediación de ambientes acuáticos afectados por 

metales. En este sentido, el uso de microorganismos tolerantes con capacidad de 

almacenar metales ha demostrado ser una biotecnología con ventajas sobre los 

métodos físicos-químicos, ya que ofrece un menor impacto ambiental y menor 

costo económico (Mullapudi et al., 2008). En este sentido el protista acuático de 

vida libre Euglena gracilis representa un modelo biológico idóneo para ser 

empleado en procesos de bio-remediación. Este microorganismo forma parte del 

plancton de aguas dulces y puede ser cultivado de manera eficiente en 

condiciones controladas de laboratorio y con diferentes fuentes de carbono. 

Además presenta propiedades metabólicas y genéticas que le permite 
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desarrollarse en presencia de altas concentraciones de metales esenciales y no 

esenciales a diferentes valores de pH y bajo un régimen heterotrófico o 

fotosintético (Rodríguez-Zavala et al., 2007). 

Estas propiedades hacen que Euglena gracilis pueda ser considerada como un 

organismo con potencial biotecnológico en la bio-remediación de sistemas 

acuáticos impactados por EPTs. En la actualidad existen diversos trabajos sobre 

el estudio del efecto de metales en este organismo siendo el cadmio el metal mas 

estudiado (Mendoza-Cozatl y Moreno-Sánchez, 2005). Sin embargo; el efecto 

toxico del cobre en la fisiología de E. gracilis ha sido poco abordado, por lo tanto, 

el objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto toxico del Cu
2+ 

en el 

desarrollo fisiológico de E. gracilis.  
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ANTECEDENTES 

Los metales se cuentan entre los materiales más útiles que se conocen. En el 

proceso de su aprovechamiento, el hombre los ha extraído de los depósitos 

subterráneos, los ha fundido, refinado y convertido en bienes de consumo que, 

después de usados, desecha. Durante cada una de estas operaciones se liberan 

metales al ambiente. La fundición y el refinado provocan a menudo la liberación de 

pequeñas cantidades de metales como productos secundarios. En el transcurso 

de su empleo, los metales están sujetos a corrosión y desgaste, lo cual conduce a 

pérdidas hacia el ambiente. En algunos casos el uso de un metal implica una 

liberación directa del mismo, de lo que son ejemplo el acetato fenilmercúrico 

utilizado como fungicida y los aditivos de la gasolina constituidos por tetraetilo de 

plomo. 

El estudio de los metales es de gran importancia en términos de contaminación 

ambiental debido a sus efectos tóxicos sobre los organismos vivos. 

Específicamente, las bacterias han sido objeto de numerosos estudios por su 

participación en los ciclos bio-geoquímicos de los elementos esenciales para la 

vida (C, N, P y S), así como por su capacidad para transformar compuestos no 

esenciales, que eventualmente pueden representar una amenaza para el 

ambiente. 

Las interacciones entre las bacterias y los metales son conocidas y pueden ocurrir 

a nivel extracelular, en la superficie bacteriana ó intracelularmente. 

A nivel extracelular, se ha determinado: 

1) el papel de los microorganismos en la movilización e inmovilización de metales 
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(Chen et al., 1995; Ford y Ryan, 1995); y 

2) la secreción de compuestos orgánicos de bajo peso molecular con alta afinidad 

por estos elementos (sideróforos) (Schwyn y Neilands, 1987; Lindsay y Riley, 

1994)). 

 

Las interacciones con la superficie celular dependen del tipo de bacteria, ya que el 

metal interactúa con los grupos específicos cargados negativamente en cada uno 

de ellos (Brierley y Brierley, 1997). A nivel intracelular, como consecuencia de la 

acumulación del metal ocurren transformaciones enzimáticas (Silver y Misra, 

1988) ó la síntesis de proteínas específicas conocidas como metalotioninas 

(Kasan, 1993). Un tipo particular de interacción bacteria-metal, ampliamente 

reseñado en la bibliografía que no se desarrollará en esta ocasión, es la capacidad 

que tienen las bacterias para utilizar algunos metales como fuente de energía o 

aceptores finales de electrones en el metabolismo (Lovley, 1991). 

Los avances tecnológicos para el abatimiento de la contaminación por metales 

tóxicos consisten en el uso selectivo y en el mejoramiento de estos procesos 

naturales para el tratamiento de residuos particulares. Los procesos por los cuales 

los organismos interactúan con los metales tóxicos son muy diversos (Fig. 1). Sin 

embargo, existen en la práctica tres categorías generales de procesos 

biotecnológicos para el tratamiento de residuos líquidos que contienen metales 

tóxicos: la bio-sorción; la precipitación extracelular y la captación a través de bio-

polímeros purificados y de otras moléculas especializadas, derivadas de células 

microbianas. Estos procesos no son excluyentes y pueden involucrar fenómenos 

fisicoquímicos y biológicos. Las tecnologías que utilizan estos procesos se 
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encuentran actualmente en uso para controlar la contaminación de diversas 

fuentes, incluyendo las actividades de fundición y de minería. 

Los métodos convencionales para el tratamiento de aguas residuales con metales 

que incluyen: precipitación, oxidación, reducción, intercambio iónico, filtración, 

tratamiento electroquímico, tecnologías de  membrana y recuperación por 

evaporación, resultan costosos e ineficientes, especialmente cuando la 

concentración de los metales es muy baja. El uso de sistemas biológicos para la 

eliminación de metales pesados a partir de soluciones diluídas tiene el potencial 

para hacerlo mejor y a menor costo. 

Los métodos químicos resultan costosos debido a que el agente activo no puede 

ser recuperado para su posterior reutilización. Además, el producto final es un lodo 

con alta concentración de metales lo que dificulta su eliminación. 

Los microorganismos y sus productos pueden ser bio-acumuladores muy 

eficientes de metales solubles y particulados, especialmente a partir de 

concentraciones externas diluidas, por esto las tecnologías basadas en los 

microorganismos ofrecen una alternativa o ayudan a las técnicas convencionales 

para la eliminación/recuperación de metales. 

Muchos metales pesados son esenciales para el crecimiento y el metabolismo 

microbiano en bajas concentraciones, e. g. Cu, Zn, Mn, mientras que a otros no se 

les conoce función biológica, e. g. Au, Ag, Pb, Cd. Una característica de estos 

metales y de elementos relacionados es que pueden ser altamente tóxicos para 

las células vivas. Por lo tanto, si se considera el uso de células vivas para un 

sistema de eliminación de metales, la toxicidad puede conducir a un 

envenenamiento e inactivación. El uso de biomasa muerta o productos derivados 
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de ella elimina el problema de la toxicidad, no solo de la provocada por metales 

disueltos, sino también por condiciones adversas de operación, además del 

componente económico de mantenimiento incluyendo el suplemento de nutrientes. 

Sin embargo, las células vivas pueden presentar una variedad más amplia de 

mecanismos para la acumulación de metales como el transporte, la formación de 

complejos extracelulares y la precipitación. De manera adicional, la tolerancia y 

resistencia a los metales pesados son propiedades que están muy distribuidas en 

los microorganismos de todos los grupos 
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OBJETIVO GENERAL 

Evaluar el efecto toxico del Cu
2+ 

en el crecimiento y viabilidad celular en la cepa de 

Euglena gracilis. 
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HIPOTESIS 

La adición de diferentes  concentraciones de cobre no tiene efectos en el 

crecimiento y viabilidad celular de  Euglena gracilis 
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MATERIALES Y METODOS 

1. Desarrollo experimental para evaluar el efecto del pH en el crecimiento de 

E. gracilis 

El experimento consistió en realizar el crecimiento del  microorganismo en un 

medio de cultivo mínimo con la siguiente formulación: Acetato de sodio  (1g/l), 

extracto de carne (1g/l), Triptona (2 g/l), Extracto de levadura (2 g/l) y CaCl2H2O2 

(10 mg). El ajuste de los valores de pH (7, 5.5 y 3.5) se realizo usando NaOH,  y 

H2SO4 respectivamente.  Los experimentos se realizaron inoculando matraces de 

250 ml con una biomasa inicial de  1x106 de células. El experimento se realizó por 

triplicado con muestreos diarios por 7 días.  El crecimiento se determino usando 

una cámara Neubauer con un factor de la cámara de  1 x 10 4  y un factor de 

dilución de 2.   

 

1.1. Análisis estadístico 

Las variables evaluadas fueron: constante de crecimiento (k), tiempo de 

duplicación (días), y el rango de crecimiento (µ).  Los datos fueron analizados 

mediante el programa estadístico STATISTICA (Statistical Package version 5.5, 

Statsoft, USA) mediante una prueba de ANOVA y prueba de comparación de 

medias de Tukey (α=0.05).  
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1.2. Resultados y Discusión 

Los resultados mostraron que el mayor crecimiento de las células de Euglena 

gracilis a los ocho días fueron obtenidos a valores de pH 7 y 5.5 respectivamente 

(Tabla 1). En donde los valores  de rango de crecimiento a pH 7.0  (0.40) fue 

superior a los valores a pH 5 (0.38) respectivamente.  

 

 

 

 

 

 

 

Estos resultados son de interés debido a que en ambientes acuáticos la 

disponibilidad de los elementos potencialmente tóxicos se incrementa en 

ambientes con valores de pH ligeramente ácidos (Campbell y Stokes, 1995).  

Por lo contrario las variables de crecimiento en medio de cultivos crecidos a pH 

3.5, mostraron valores significativamente menores a  los presentados a pH 7 y 5.5 

(Tabla 2).  Lo cual nos indica el efecto negativo de ambientes extremadamente  
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Ácidos en el desarrollo de E. gracilis. Estos resultados contrastan con los 

reportados por Sato et al. (2005) en donde el mayor crecimiento de E. gracilis  

cepa SMZ fue a pH de 3.5. Caso contrario a lo reportado por Danilov y Ekelund 

(2001) en donde encontraron que el mejor crecimiento de E. gracilis fueron 

obtenidos dentro del rango de 4 y 8, siendo el optimo a pH 6. Esto es interesante 

ya que aunque en nuestro estudio la cepa de E. gracilis creció de forma limitada 

en ambientes extremadamente ácidos (pH de 3.5), si tiene la capacidad de crecer 

en ambientes donde los metales generalmente pueden estar biodisponibles 

(Figura 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Cinética de crecimiento de E. gracilis a diferentes valores de pH 
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2. Desarrollo experimental para evaluar la toxicidad del Cu2+ en crecimiento 

de Euglena gracilis (Krebs) cepa Z fotosintética 

Se realizaron experimentos  empleando cultivos axenicos de Euglena gracilis cepa 

Z (generosamente donada por el  Dr. Takahiro Ishikawa). El experimento consistió 

en realizar el crecimiento del  microorganismo en un medio de cultivo mínimo con 

la siguiente formulación: Acetato de sodio  (1g/l), extracto de carne (1g/l), Triptona 

(2 g/l), Extracto de levadura (2 g/l) y CaCl2H2O2 (10 mg). Los experimentos se 

realizaron inoculando 1x106 de células obtenidas de la fase exponencial (6 días de 

crecimiento) en matraces de 50 mL  con 0, 0.05, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1.6 mM de 

sulfato de cobre. Los matraces se mantuvieron bajo luz blanca fría continua con 

una intensidad lumínica de 90 μmol m-2 s-1 ± 10 μmol m-2 s-1, a una temperatura de 

24 ± 2 ºC y con agitación manual dos veces al día. La densidad celular (N) se 

determinó cada 24 h por conteo directo en microscopio utilizando cámara de 

Neubauer durante siete días y se determinó la tasa de crecimiento k en número de 

divisiones celulares por día (divisiones/día) a partir de la siguiente fórmula:  

 

 

Donde Nn es la densidad celular al final del bioensayo; No es la densidad celular 

inicial nominal y tn es el tiempo transcurrido entre el inicio y final del bioensayo (en 

días).  

También se determinó el porcentaje de inhibición de la tasa de crecimiento (Ik) 

usando la siguiente fórmula: 
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Donde kc es la tasa de crecimiento para la concentración k; y ki corresponde a la 

tasa de crecimiento promedio para el control. El experimento se realizó por 

triplicado con muestreos diarios.  

  

2.1. Análisis de pigmentos fotosintéticos 

Las muestras de células de E. gracilis fueron  colectadas por centrifugación (2500 

rpm) a las 72 y 144 h después de la exposición a las diferentes dosis del metal.   

Posteriormente, 100 mg en promedio de biomasa fresca de E. gracilis fueron 

homogenizados en oscuridad con 1 ml de acetona fría (100%) por 1 min. Una vez 

homogenizados, los tubos eppendorf de 2 ml conteniendo las muestras de E. 

gracilis y acetona fueron centrifugados a 2500 rpm por 5 min a 4°C.  Finalizado el 

proceso de centrifugación, el sobrenadante de cada muestra fue colectado y el 

contenido de clorofila a y b y carotenoides totales fueron evaluados a 662, 649 y 

470 nm usando un espectrofotómetro de acuerdo a la propuesto por Fargosava et 

al. (2006).  Donde se empleo las ecuaciones de Lichtentaler y Wellbum (1985) que 

a continuación se describen para el cálculo de los pigmentos fotosintéticos:  

 

 

 

Donde Ca (clorofila a); Cb (clorofila b);  y CX+C (carotenoides totales) 
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2.2. Análisis estadístico 

Los datos fueron analizados mediante el programa estadístico STATISTICA 

(Statistical Package version 5.5, Statsoft, USA) mediante una prueba de ANOVA y 

prueba de comparación de medias de Tukey (α=0.05).  

 

2.3. Resultados y Discusión 

Entre los elementos potencialmente tóxicos (EPTs) de interés ecotoxicológico, el 

cobre tiene gran relevancia por sus efectos fisiológicos en los organismos ya que 

alteran diversas enzimas esenciales en los procesos metabólicos celulares. En el 

presente trabajo los resultados indicaron que el crecimiento de las células de E. 

gracilis evaluado mediante  la densidad celular  presento una disminución de la 

población expuesta a las diferentes dosis de cobre con respecto al tiempo de 

exposición (Figura 2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  Figura 2. Curva de crecimiento de cultivos de Euglena gracilis expuestos a Cobre 
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Lo cual también se reflejo en la tasa de crecimiento a las  144 h después de la 

exposición al metal (Figura 3).  Siendo las dosis de  0.8 y 1.6 mm las dosis que 

afectaron en mayor grado la tasa de crecimiento (K) en E. gracilis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 3.- Tasa de crecimiento (k) de E. gracilis a diferentes concentraciones de 
Cobre después de 144 h de exposición. 
 
 

Por otra parte al evaluar el porcentaje de inhibición de la tasa de crecimiento se 

observo que la dosis media inhibitoria media (IC50) fue de 0.66 mM de Cu
2+ 

al final 

del experimento (Figura 4). Estos resultados contrastan con lo reportado por 

Einecker et al. (2002) quien encontró que dosis media inhibitoria media fue de 0.22 

mM de Cu
2+

.  Lo que indica la posible presencia de mecanismos de tolerancia que 

podrían estar involucrados en los resultados obtenidos en la cepa E. gracilis 

estudiada.   

Otro parámetro empleado para valorar la capacidad de adaptación de E. gracilis a 

los cambios ambientales es la producción de pigmentos, lo cual refleja la viabilidad 
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celular asociándose con la capacidad fotosintética. Los resultados de la prueba de 

Tukey’s, mostro diferencias significativas (p < 0,05) en la producción de clorofila a, 

b y carotenoides totales entre el control y los cultivos expuestos a las diferentes 

dosis de Cu2+ (Figura 4) al final del experimento. Lo que permite establecer que el 

Cu
2+

 tiene un efecto negativo en la fisiología del organismo que se manifiesta por 

una disminución de la capacidad fotosintética, coincidiendo con los reportes de 

otros autores en estudios efectuados en otros microorganismos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura4.  Cambios en los niveles de pigmentos fotosintéticos de Euglena gracilis 

expuestos a diferentes dosis de Cu2+ después de 144 h de exposición. 
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CONCLUSIONES GENERALES 

 E. gracilis presenta un rango de crecimiento en ambientes ácidos de 5.5, lo 

cual nos permiten garantizar la biodisponibilidad del  Cadmio y Cobre en el 

medio de cultivo. Lo cual es importante para el estudio de la interacción con 

los elementos potencialmente tóxicos (EPTs), debido al efecto que tienen 

los valores de pH en la biodisponibilidad de los EPTs.  

 Finalmente, se estableció el valor de pH de 5.5 para la realización de los 

experimentos de evaluación de la dosis letal media y dosis media de 

inhibición del crecimiento. 

 En el presente estudio de evaluación para el efecto toxico del Cu2+ en E. 

gracilis, se determino que con una cantidad de 0.8 y 1.6 mM fueron las 

cepas mas afectadas, Por otra parte la tasa de crecimiento se observo que 

la dosis media inhibitoria media (IC50) fue de 0.66 mM de Cu
2+

. Lo que 

indica la posible presencia de mecanismos de tolerancia que podrían estar 

involucrados en los resultados obtenidos en la cepa E. gracilis estudiada.   
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