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RESUMEN

La contaminacion por metales pesados representa una amenaza ambiental significativa en cuerpos de agua, especialmente en las
regiones con alta actividad minera y agricola como es en el estado de Chihuahua, México. En este estudio se evalud la capacidad
de una cepa nativa de Chlorella vulgaris para tolerar y remover el plomo (Pb) y el cromo hexavalente [Cr(VI)] en condiciones de
laboratorio. La microalga fue cultivada en medio Miracle-Gro y condiciones controladas de fotoperiodo, temperatura y aireacion.
Se determinaron la concentracion minima inhibitoria (CMI), la cinética de crecimiento y la eficiencia de remocion de los metales a
concentraciones de 5 y 50 mg/L. Los resultados mostraron que C. vulgaris tolera concentraciones bajas de Pb y logra remover mas
del 90% en las primeras 48 horas. En contraste, el Cr(VI) mostr6 una toxicidad significativa, al reducir drasticamente a la biomasa
incluso a 5 mg/L. Las observaciones microscdpicas evidenciaron dafio celular asociado a la exposicion al Cr(VI). Se concluye que
C. vulgaris presenta un alto potencial para la biorremediacion de aguas contaminadas con plomo, aunque se identifican limitaciones
criticas para el cromo hexavalente. El presente estudio respalda el desarrollo de tecnologias sustentables con base en la utilizacion
de microalgas para el tratamiento de aguas residuales en regiones del norte de México.
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Response of Chlorella vulgaris to Lead and Hexavalent Chromium
Exposure: Effects on Growth and Metal Removal

ABSTRACT

Heavy metal pollution represents a significant environmental threat in water bodies, particularly in regions with intense mining
and agricultural activities such as Chihuahua, Mexico. This study evaluated the ability of a native strain of Chlorella vulgaris to
tolerate and remove lead (Pb) and hexavalent chromium [Cr(VI)] under laboratory conditions. The microalga was cultivated in
Miracle-Gro medium under controlled photoperiod, temperature, and aeration. The minimum inhibitory concentration (MIC),
growth kinetics, and metal removal efficiency were assessed at 5 and 50 mg/L. Results showed that Chlorella vulgaris tolerates low
concentrations of Pb and removes over 90% within the first 48 hours. In contrast, Cr(VI) exhibited significant toxicity, drastically
reducing biomass even at 5 mg/L. Microscopic observations revealed cellular damage associated with Cr(VI) exposure. It is
concluded that Chlorella vulgaris has high potential for bioremediation of lead-contaminated water, although critical limitations
are identified for hexavalent chromium. This study supports the development of sustainable, microalgae-based technologies for
wastewater treatment in northern Mexico.
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INTRODUCCION
a presencia de metales pesados en los cuerpos de

! agua se ha convertido en uno de los problemas

ambientales mas daflinos por su alta toxicidad,
persistencia y capacidad de bioacumulacion
(Rodriguez Heredia, 2017). Las descargas industriales y
agricolas son las principales fuentes de contaminacion
metalica, al liberar sustancias peligrosas como el plomo
(Pb), el cromo (Cr), el cadmio (Cd), el mercurio (Hg) y el
arsénico (As) en los ecosistemas acuaticos (Reyes, Vergara,
Torres, Lagos & Jimenez, 2016; Singh et al., 2023). Estos
contaminantes representan un riesgo para la vida acuatica, la
calidad del suelo y la salud publica, en particular en regiones
en desarrollo donde la infraestructura para el tratamiento de
aguasresiduales es insuficiente (Garbisu, Amézaga & Alkorta,
2002; Zhang et al., 2023).

Lostratamientos fisicoquimicos convencionales (precipitacion
quimica, intercambio i6nico y 6smosis inversa), son costosos,
requieren alta demanda energética y generan contaminantes
secundarios (Zhang et al., 2023). Por ello, los procedimientos
bioldgicos como labiorremediacion han cobrado relevancia por
serecologica, rentabley sostenible. Entre los agentes biologicos,
las microalgas son un notable potencial para la eliminacion de
metales pesados a través de la biosorcion, bioacumulacion e
intercambio i6nico (Mustafa, Bhatti, Magbool & Igbal, 2021;
Mahlangu, Mphahlele, De Paola & Mthombeni, 2024). Un
ejemplo de las microalgas es Chlorella vulgaris que absorbe y
retiene metales toxicos en sus paredes celulares, por contener
polisacaridos, proteinas, lipidos y grupos funcionales con
capacidad de unirse a los iones metélicos (Fitri, Putra &
Febria, 2024; Leong & Chang, 2020). Estos microorganismos
también producen antioxidantes y quelantes que ayudan a
mitigar el estrés oxidativo inducido por la exposicion ametales
(Chugh, Kumar, Shah & Bharadvaja, 2022). Ademas, surapido
crecimiento, naturaleza autotrofa y adaptabilidad a diversas
condiciones ambientales las convierten en candidatas idealesy
utiles para el tratamiento de agua contaminada (Jacome-Pilco,
Ballesteros, Rea & Cayambe, 2021).

Elestado de Chihuahua, ubicado en el norte de México, enfrenta
una creciente contaminacién en sus cuerpos de agua debido
a las actividades minera, agricola y de escorrentia urbana.
Identificar cepas locales de microalgas capaces de mitigar esta
contaminacion seria la solucion biotecnologica que se busca
paraadaptarla a las condiciones regionales. Este estudio aporta
evidencia experimental comparativa al evaluar la capacidad de
una cepa nativa de C. vulgaris para tolerar y remover Cr(VI) y
Pb, enun entorno de laboratorio controlado. Esta investigacion
contribuye al desarrollo de las tecnologias que se aplican en el
tratamiento de agua, pero con base en los recursos bioldgicos
que se tienen en el norte de México.

MATERIALES Y METODOS
Cultivo y activacion de microalgas

C. vulgaris fue reactivada a partir de un aislamiento local
reportado por Cervantes (2019). El cultivo se llevo a cabo en
medio Miracle-Gro® (Papu & Lingfa), bajo fotoperiodo de
12h luz/12h oscuridad, a 25 + 1°C y una aireacion constante
durante 15 dias. Se utilizé un sistema cerrado con aire estéril
a través de una columna de agua secundaria para facilitar la
disolucion del CO, y disminuir la contaminacion (Chanquia,
Vernet & Kara, 2022).

Concentraciéon minima inhibitoria (CMI)

Se evaluaron distintas concentraciones de Cr(VI) y Pb (50 a
500 mg/L) por duplicado. Se utilizé dicromato de potasio y
nitrato de plomo como fuentes metalicas (Hedayatkhah, Cretoiu,
Emtiazi, Stal & Bolhuis, 2018; Rezaei, Pourang & Moradi,
2022). Se realizaron mediciones de la densidad optica a 625
nm en los dias 0 y 15.

Crecimiento y remocion de metales

Se evaluaron las concentraciones 5 y 50 mg/L de Cr(VI) y
Pb. Los tratamientos incluyeron: control, Cr(VI) 5 mg/L, Pb
5 mg/L, Cr(VI) 50 mg/L y Pb 50 mg/L. Cada tratamiento fue
duplicado. Las muestras se tomaron a diario durante 15 dias y
se midié OD 625 nm, convirtiendo a biomasa seca (Spennati,
Casazza, Perego, Solisio, Busca & Converti, 2019).

Cuantificacion de metales

E1Cr(VI) se determiné por espectrofotometria UV-Vis mediante
el método de la difenilcarbazida (Hernandez-Pefa et al.,2021),
y el Pb por espectrometria de absorcion atomica, conforme a la
norma NMX-AA-051-SCFI-2016 (Gallegos, Vega & Noriega,
2012).

RESULTADOS Y DISCUSION

La activacion de la microalga en el medio Miracle-Gro®
con oxigenacion constante y bajo condiciones controladas
de temperatura y fotoperiodo demostré ser efectiva para
alcanzar una fase exponencial de crecimiento en un periodo
de 15 dias. Estas condiciones replican de manera éptima un
entorno favorable en el crecimiento de las microalgas, lo cual
es esencial en la obtencion de una biomasa suficiente que se
utilizara en analisis posteriores. La constante oxigenacion y
la adecuacion del fotoperiodo de 12 horas de luz y 12 horas
de oscuridad imitaron las condiciones naturales, lo que
aumento la productividad del cultivo. Sanchez-Bayo, Morales,
Rodriguez, Vicente & Bautista (2020) destacan que el ciclo
de luz/oscuridad 12:12 no solo se aproxima a las condiciones
naturales, sino que también influye en una 6ptima produccion
de la biomasa en diversas especies de microalgas. El uso de
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sistemas cerrados de cultivo en microalgas permite controlar
los parametros ambientales criticos y favorece los procesos
sostenibles y productivos (Razzak ef al., 2024).

La Figura 1 muestra la biomasa de C. vulgaris en relacion
con distintas concentraciones de Pb, y como la presencia de
este metal afecta negativamente el crecimiento, pero en su
ausencia, la biomasa es mayor, cercana a los 1,600 mg/L, lo
que representa su mejor desarrollo, sin una influencia toxica.
Sin embargo, a medida que la concentracion de Pb aumenta,
se observa una disminucion en la biomasa, lo cual sugiere un
efecto inhibitorio. Lareduccion de biomasaes evidente inclusoa
concentraciones bajas de plomo. A partir de concentraciones de
50mg/Ly superiores, el efecto inhibitorio del Pb es pronunciado,
con una reduccion progresiva en la biomasa. Esto indica que
C. vulgaris tiene una tolerancia limitada a su presencia y que
la toxicidad de este metal afecta gravemente su crecimiento.
Teoh & Wong (2018), muestran que incluso a niveles tan
bajos como 10 mg/L, hay una reduccién marcada en su tasa de
crecimiento, en los contenidos de clorofila-a, de carotenoides
y de proteina, aunque aun tiene la capacidad para tolerar estas
concentraciones. Es interesante notar que a concentraciones
de 200 y 500 mg/L, la biomasa parece estabilizarse, lo que
sugiere el desarrollo de mecanismos de resistencia o que el
efecto inhibitorio se mantiene a partir de ciertos niveles de
exposicion. Algunas microalgas, como C. vulgaris, tienen
la capacidad de tolerar estos metales mediante un proceso
llamado biosorcion. Segin los resultados obtenidos por Bajguz
(2011), la biosorcion de metales pesados (Cd, Pb y Cu) por la
microalga no solo facilita la remocion de estos contaminantes
del medio, sino que también induce una variedad de cambios
bioquimicos en la microalga, como la produccion de proteinas
de choque térmico, la activacion de enzimas antioxidantes y la
acumulacion de metabolitos especificos. Estos cambios influyen
directamente en su capacidad de tolerancia, con laposibilidad de
que se deba aunaadaptacion evolutiva al entorno contaminado.

Enelcrecimientode C. vulgarislapresenciade Cr(VI)adiversas
concentraciones (Figura 2), evidencia un fuerte efecto toxico
del metal incluso a bajas concentraciones. En ausencia de este,
labiomasa alcanza un nivel maximo de aproximadamente 1,800
mg/L, lo que representa el mayor crecimiento de la microalga
en ausencia de Cr(VI). Sin embargo, a una concentracion de 50
mg/L de Cr(VI), hay una dréstica disminucion de la biomasa,
amenos de 200 mg/L de biomasa, o sea, una inhibicién severa
del crecimiento. A concentraciones de 100 mg/Ly superiores, la
biomasa de C. vulgaris se mantiene a niveles extremadamente
bajos, casi constantes, con posibilidad de que la causa es el
grado de concentracidon y un efecto letal para el crecimiento
de la microalga. Esto indica que C. vulgaris no solo tiene
una baja tolerancia al Cr(VI), sino que el metal pesado actua
rapidamente como inhibidor del crecimiento incluso a niveles
relativamente bajos. Lu, Gao, Li & Yang (2021), también
mencionan que el crecimiento de C. vulgaris cae drasticamente
ante la presencia del Cr (VI), incluso en concentraciones bajas
como 2-5 mg/L, lo que coincide con una fuerte toxicidad y
aumento del dafio oxidativo en las células microalgales. Esta
alta sensibilidad al Cr (VI) es por la capacidad del metal para
inducir a estrés oxidativo a las células, alterando funciones
metabolicas esenciales y provocando lamuerte celular, aunque la
microalga activamecanismos antioxidantes como el incremento
en la actividad del superoxido dismutasa (SOD) y catalasa,
el estrés oxidativo persiste e inhibe significativamente a la
biomasa (Lu et al., 2021). En comparacién con otros metales,
el efecto inhibidor del Cr(VI) en C. vulgaris es en particular
pronunciado, lo que sefala la toxicidad de este contaminante
(Bajguz, 2011). Estos resultados delimitan el alcance real de la
microalga C. vulgaris y resaltan la importancia de monitorear
y controlar la presencia del Cr(VI) en ambientes acudticos,
especialmente en ecosistemas donde las microalgas se utilizan
como herramientas de biorremediacion o para otras aplicaciones
biotecnologicas. La baja tolerancia de C. vulgaris a este metal
sugiere que su supervivencia puede ser limitada en ambientes
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Figura 1. Concentracion minima inhibitoria de Chlorella vulgaris
a la presencia de Pb.

Figura 2. Concentracion minima inhibitoria de Chlorella vulgaris
a la presencia de Cr(VI).
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contaminados con Cr(VI), y reduce su efectividad como
agente de remediacion en esos ambientes. Estos resultados
son consistentes con la literatura disponible, en especial con
el estudio de Lee, Hsu & Yen (2017), al informar que el Cr(VI)
es notoriamente toxico para Chlorella y otras especies de
microalgas. En su investigacion, observaron que C. vulgaris
tolera hasta 20 mg/L de Cr(VI) antes de que se inhiba el
crecimiento. Esto es menos que los 50 mg/L de Cr (V1) utilizados
en nuestro estudio. Travieso et al. (1999) demostraron de igual
manera que C. vulgaris tolera hasta 45 mg/L de Cr(VI) antes
de que se inhiba el crecimiento, lo cual es ligeramente inferior
a los 50 mg/L observados en nuestro estudio. La discrepancia
de 5 mg/L entre ambos experimentos es por diferencias en
las condiciones experimentales, como variaciones en el valor
del pH del medio, la temperatura, o en la cepa de C. vulgaris
utilizada. Ademas, factores como el tiempo de exposicion y la
presenciade ciertos nutrientes también influirian en la tolerancia
al Cr(VI). Al comparar estos resultados con otras especies,
como Scenedesmus acutus, se sabe que la tolerancia es menor,
con una concentracion maxima tolerable de solo 15 mg/L de
Cr(VI). Esto resalta una variabilidad inter-especifica en la
respuesta al Cr(VI), por lo que se sugiere que C. vulgaris posee
mecanismos de resistenciarelativamente mas robustos que otras

microalgas. Esta diferencia en la tolerancia estaria asociada
a adaptaciones especificas relacionadas con la activacion de
sistemas antioxidantes o a la capacidad de reducir el Cr(VI) a
Cr(II), una forma menos toxica, caracteristica de sus células
(Travieso et al., 1999).

Los resultados observados en las imagenes microscopicas
(Figura 3), evidencian una clara relacion entre la concentracion
de los metales pesados y el efecto citotdxico sobre los cultivos
celulares. En las muestras de los tratamientos con Pb se aprecia
una alta densidad celular con morfologia uniforme y células
bien definidas, lo que hace pensar en una tolerancia moderada
al metal en concentraciones bajas. A 50 mg/L de Pb, se presenta
una disminucion significativa en la densidad y un aumento en
la heterogeneidad del tamafio celular, acompafiada de signos
de dafio estructural. En cambio, los tratamientos con 5 mg/L
de Cr(VI) muestran un efecto severo, que incluso a 5 mg/L, la
densidad celular esbajay con células parcialmente deformadas.
Sin embargo, al incrementar la concentracion a 50 mg/L de
Cr(VI), el impacto es drastico, con muy baja densidad celular,
morfologiaalteraday presencia de material extracelular amorfo,
lo que indica una posible lisis celular generalizada. Estos
resultados indican que el Cr(VI) ejerce un efecto toxico mas

&

Figura 3. Imagenes microscépicas de Chlorella vulgaris al dia 5 de incubacién a: A) Pb-5 mg/L, B) Pb-50 mg/L, C) Cr(VI)-5 mg/L y D)

Cr(VI)-50 mg/L.
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agresivo que el Pb, al comprometer la viabilidad y la estructura
celular incluso a concentraciones relativamente bajas.

Las Figuras 4 y 5 muestran el crecimiento de C. vulgaris en
funcion del tiempo y en la presencia de dos metales pesados,
Pby Cr(VI), adiferentes concentraciones (5 mg/Ly 50 mg/L),
comparado conun control sin metales (0 mg/L). Los resultados
reflejan el impacto de estos contaminantes en la biomasa
de la microalga y su capacidad de adaptacion a diferentes
niveles de toxicidad. La Figura 4, representa el crecimiento
de C. vulgaris en presencia del Pb, y la biomasa del control
(0 mg/L) tiene un crecimiento maximo de 1,500 mg/L al
octavo dia, para después estabilizarse. A una concentracion de
5 mg/L de Pb, la microalga también muestra un crecimiento
significativo, aunque levemente inferior al control, con
un maximo de 1,200 mg/L, y capacidad de tolerancia al
plomo a concentraciones bajas. Sin embargo, a 50 mg/L, el
crecimiento de la microalga se ve gravemente afectado y la
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Figura4. Cinética de crecimiento de Chlorella vulgaris a diferentes
concentraciones de Pb.

biomasa permanece baja a lo largo de todo el experimento,
sin superar los 400 mg/L. Esto indica que una concentracion
de 50 mg/L de Pb inhibe significativamente el crecimiento de
la microalga, debido al dafio en el proceso fotosintético y al
estrés oxidativo inducido por el metal. La Figura 5 muestra
el desarrollo de C. vulgaris en presencia de Cr(VI). En este
caso, el crecimiento de la microalga en el control (0 mg/L)
sigue una tendencia similar a la observada con el Pb, al
alcanzar un maximo alrededor del octavo dia y estabilidad
proxima a los 1,500 mg/L. A una concentracion de 5 mg/L
de Cr(VI), el crecimiento de la microalga es reducida durante
los primeros dias, con un maximo de casi 1,300 mg/L en el
dia 15, indicativo de una alta sensibilidad al Cr(VI) incluso a
bajas concentraciones. A 50 mg/L, el efecto inhibitorio es atin
mas pronunciado, y la biomasa no aumenta con el tiempo, y
se mantiene cercana a cero. Esto sugiere que el Cr(VI) es mas
toxico para C. vulgaris que el Pb en concentraciones similares,
quiza sea por su efecto oxidativo directo sobre estructuras
celulares y enzimaticas (Balali-Mood, Naseri, Tahergorabi,
Khazdair & Sadeghi, 2021). Esto coincide con estudios
previos que indican que C. vulgaris es capaz de tolerar bajas
concentraciones de metales pesados, pero su crecimiento se
ve afectado cuando las concentraciones aumentan (Bajguz,
2011; Lee et al., 2017; Zhang et al., 2013).

En esta investigacion, los resultados en la Figura 6 indican que
C. vulgaris muestra una alta eficiencia en la remocion de Pb,
con una reduccion de mas del 90% en los dos primeros dias
tanto a 5 como a 50 mg/L, estable a lo largo del experimento, y
coherente con estudios previos que han evaluado la capacidad
de las microalgas para remover metales pesados. Por ejemplo,
S. acutus mostré indices de remocion del 89% para Pby el 97%
para Hg (Inthorn, Sidtitoon, Silapanuntakul & Incharoensakdi,
2002). Estos altos indices se deben, en parte, a las caracteristicas
de la pared celular de las microalgas, cuya composicion
superficial facilita la adsorcion de metales.
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Figura5. Cinética de crecimiento de Chlorella vulgaris a diferentes
concentraciones de Cr(VI).

Figura 6. Cinética de remocion de Pb por Chlorella vulgaris.
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Chakraborty, Talukdar, Dey & Bhattacharya (2025) destacan
que la capacidad de absorcion de metales depende, como
se mencionod, de la composicion de la pared celular, con
carga negativa debido a la presencia de grupos funcionales
(carboxilos y fosfatos), que interactian con los cationes
metalicos. En linea con esto, la remocion de Pb observada en
nuestra investigacion también puede estar influenciada por la
composicion de la pared celular de C. vulgaris, con una fuerte
interaccion entre los cationes de Pb y estos grupos funcionales.
La remocion de metales por microalgas involucra dos etapas:
primero, una adsorcion pasiva, rapida y reversible sobre la
superficie celular, seguida de un proceso activo mas lento y
de naturaleza irreversible, donde los cationes metalicos son
transportados al interior de la célula a través de la membrana
hacia el citoplasma. Esto explicaria la estabilidad después de
los primeros dias, Figura 6. Durante las primeras 24-48 horas,
el proceso pasivo permite una eliminacion rapida del Pb en
solucion, lo que serefleja en la disminucion de la concentracion
del Pb residual. Posteriormente, el proceso activo mas lento
seria responsable de la remocion adicional y la estabilidad a
niveles bajos, especialmente en la concentracion de 50 mg/L.
La remocién de metales pesados por C. vulgaris en esta
investigacion presenta caracteristicas similares a las observadas
en estudios anteriores, que demuestran su capacidad para
acumular metales pesados en dosis- y tiempo-dependiente,
igual a lo que sucede con el Cd, Pb y Cu (Bajguz, 2011). En
concentraciones mas altas de metales, como las utilizadas en
esta investigacion (50 mg/L de Pb), se observo una rapida
adsorcion pasiva inicial seguida de un proceso mas lento y
activo. Sin embargo, en esta investigacion centrada en Pb,
C. vulgaris mostrd una considerable capacidad de remocion,
en la que los mecanismos de detoxificacion involucrados,
como la quelacion de iones metalicos por ligandos como
acidos organicos y las fitoquelatinas (PCs), tuvieron un papel
importante en la homeostasis de los metales pesados (Balzano
et al., 2020; Kyratzopoulou, Kyzaki, Malletzidou, Nerantzis
& Kazakis, 2025).

Por otro lado, las observaciones de una rapida adsorcion
inicial son consistentes con el proceso de biosorcion, y que
independiente del metabolismo sucede en cuestion de minutos,
como estd documentado en la literatura. La biosorcion, que
depende del pH del medio y de la presencia de otros iones,
parece ser el mecanismo dominante en esta investigacion para
la remocion de metales. En este estudio, la estabilizacion del
Pb residual después de los primeros dias se atribuye al inicio
de un proceso de acumulacion activa, que es mas efectivo en
concentraciones bajas de metales (por debajo de 1 ppm) y
depende del metabolismo celular.

En contraste, la remocién de Cr(VI) fue mas dependiente de
la concentracién, porque a 5 mg/L se logré una eliminacion

casi completa en ocho dias, y con 50 mg/L solo se removid
el 50% al final del periodo (Figura 7). La menor eficiencia de
remocion del Cr(VI) a concentraciones elevadas se relaciona
con su alta toxicidad. El Cr(VI) actiia como agente oxidante
fuerte que dafia proteinas, lipidos y acidos nucleicos, y afecta
negativamente el metabolismo celular de la microalga (Balali-
Mood et al., 2021). A concentraciones mas bajas, esta es capaz
de reducir Cr(VI) a Cr(Ill), una forma menos toxica y mas
facil de acumular intracelularmente, mediante los mecanismos
enzimaticos de la actividad de reductasas dependientes de
NADPH (Zhao et al., 2023).
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Figura 7. Cinética de remocién de Cr(VI) por Chlorella vulgaris.

Estos hallazgos coinciden con investigaciones que destacan
el potencial de C. vulgaris para la biorremediacion de aguas
residuales contaminadas con metales pesados. Por ejemplo, en
Kusuma, Illiyanasafa, Jaya, Darmokoesoemo & Putra (2024)
informan de una alta eficiencia de remociéon de Hg por la
microalga en condiciones similares a otros estudios. Asimismo,
Kumar, Dahms, Won, Lee & Shin (2015) sefialaron que la
tolerancia diferencial de las microalgas ante metales pesados
estaria determinada por los factores: de bioacumulacion, de
producciéon de compuestos antioxidantes y de excrecion de
metabolitos secundarios con propiedades quelantes.

CONCLUSIONES

Lapresente investigacion demostro la efectividad de C. vulgaris,
recolectada en el estado de Chihuahua, para remover el Pb del
agua contaminada experimentalmente, y por una alta eficiencia
de biosorcion durante las primeras 48 horas de tratamiento. En
contraste, el Cr(VI) por ser mas téxico, limit6 la produccion
de biomasa y la capacidad de remocién. Sin embargo, estos
resultados respaldan el uso de las microalgas en una tecnologia
descentralizada para el tratamiento de aguas residuales en el
norte de México.
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