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RESUMEN: La microcistina-LR es una de

las mas conocidas cianotoxinas producidas

por las algas verde—azules, con propiedades
toxicas para muchos organismos (incluidos

los humanos). Los métodos convencionales

de tratamientos de aguas no la remueven o
producen su liberacion al destruir las células. En
este trabajo se utiliza un método no convencional
de tratamiento, como es el ultrasonido, y se
analiza su efectividad para degradar la MC-LR

a diferentes valores de pH. Se ajustan cinéticas
de decaimiento de primer orden, utilizando un
algoritmo mediante autématas celulares.

Los resultados muestran que para pHs neutro

0 4acidos, se obtiene mas del 90 % de la
degradacién dentro de los primeros 75 minutos.
Los tiempos de vida media aumentan desde 12,8
minutos (a pH 4,0) hasta 38,5 minutos (a pH 8,0).
PALABRAS CLAVE: Microcistina-LR,
ultrasonido, degradacion.

SUMMARY: Degradation by ultrasound of
Microcystin-LR. I: influence OFpH and initial
concentration.

The microcystin—-LR is one of the best known
cyanotoxins produced by blue—green algae,with
toxic properties for many organisms (including
humans). Conventional water treatment methods
do not remove or produce microcystin release
to kill the cells. In this paper, no conventional
method of treatment is used, such as ultrasound
and its effectiveness is analyzed for the MC-LR
degraded at different pH values. First-order
decay kinetics was fitted using cellular automata
algorithms.

The results show that for neutral or acid pH is
obtained more than 90% degradation within the
first 75 minutes. The half-life increased from 12.8
minutes (at pH 4.0) to 38.5 minutes (at pH 8.0).
KEYWORDS: Microcystin-LR, ultrasound,
degradation.
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1. Introduccién

La Microcistina—LR (MC-LR) es una de las
mas conocidas cianotoxinas producidas por
algas verde—azules, debido a que es la fito-
toxina que aparece con mas frecuencia en
los cuerpos de agua como contaminante.
Las cianotoxinas poseen propiedades toxi-
cas para muchos organismos, incluidos los
humanos (1). Unicamente algunas cepas de
cianobacterias pueden producir toxinas e
incluso dentro de la misma especie pueden
existir cepas productoras y no productoras,
estimandose que en promedio el 50 % de
las floraciones de las algas verde—azules en
aguas a nivel mundial, son téxicas (2). Las
cianotoxinas se suelen agrupar de acuerdo
a los efectos que provocan (3-7) en tres gru-
pos: dermatotoxinas, neurotoxinas y hepa-
totoxinas. A este Ultimo grupo pertenece la
MC-LR (4). Estudios a largo plazo realiza-
dos en China, sugieren que el consumo de
aguas conteniendo microcistinas aumenta
la posibilidad de desarrollar tumores y sufrir
cancer de higado (8,9) (MC-LR esta clasi-
ficada como posible carcinbgeno humano
— grupo 2B) (10). El caso mas conocido
de efectos mortales producidos por el con-
sumo de aguas conteniendo microcisti-
nas, fue el ocurrido en Caruaru (Brasil) en
pacientes de hemodidlisis (11). Este hecho
enfatiz6 la posibilidad de aumentar los ries-
gos de mortandad en este tipo de pacien-
tes, debido al contenido de microcistinas en
el agua utilizada (12,13).

Desde el punto de vista estructural qui-
mico, las microcistinas pueden clasificarse
como heptapéptidos ciclicos, conformadas
tanto por aminoacidos proteicos como no
proteicos. Existen mas de 70 variantes de
microcistinas, pero todas ellas responden a
la formula general (-D-Ala—L-X-D-MeAsp-L-
Z-Adda-D-Glu-Mdha), donde D-Ala in-dica

FABICIB « 2014 » 18

a la D-alanina (unida en posicion 1); D-Glu
al 4cido D-glutdmico (con unién y en posi-
cion 6); luego tiene tres aminoacidos poco
comunes: MeAsp indica al acido D-eritro-B-
metilaspartico (con unién y en la posicion 3) ;
Mdha la N-metildehidroalanina en posicién 7
y Adda, el acido 3-amino-9-metoxi-2,6,8-tri-
metil-10-fenildeca-4,6-dienoico en posicion
5. Ademas contiene L-aminoacidos varia-
bles en posiciones 2 (X) y 4(2) (14,15). Las
variaciones de la estructura mas comunes
son las que se producen por sustituciones
de L-aminoé&cidos diferentes en las posicio-
nes Xy Z, asi como por las desmetilaciones
en las posiciones 3 y/o 7 (16). Una misma
cepa productora, puede generar mas de una
microcistina a la vez. Los aminoacidos en las
posiciones X y Z se indican con un sufijo de
dos letras. La mas comun es la microcistina—
LR, con un residuo de leucina en la posicién
2,y unaargininaenla4 (17).

La MC-LR no es capaz de cruzar las
membranas celulares y por esa causa
no ingresa en la mayoria de los tejidos.
Después de ser ingerida se transporta al
torrente sanguineo por el transportador de
acidos biliares, presente en los hepatoci-
tos y en las células de la mucosa del intes-
tino delgado (18). Luego se concentra en el
higado al ser captada por los hepatocitos
(17). La MC-LR es un poderoso inhibidor de
serin — protein — fosfatasas 1 y 2A (PP1y
PP2A), ya sea de animales como de plantas
superiores (19), aunque la inhibicién de la
PP2A es 40 veces superior a la de PP1 (20).

Las microcistinas son muy estables,
resistentes a la hidrolisis y a la oxidacion qui-
mica aun en condiciones ambientales extre-
mas, tal como elevadas temperaturas (21) o
muy bajos valores de pH (22). Esto supone
un riesgo a la salud humana, cuando se uti-
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lizan aguas superficiales como fuente de
abastecimiento (23), lo que llevd a la Orga-
nizacién Mundial de la Salud a establecer un
nivel guia de 1 ug.I'" para la MC-LR (24). Por
esta causa, diferentes técnicas se aplican a
las aguas de consumo, con el fin de eliminar
a las microcistinas: a) fotocatélisis heterogé-
nea (UV + TiO,) (25); b) fotocatdlisis hete-
rogénea con el agregado de peréxido de
hidroégeno (26); c) adiciones de arcillas (27);
d) adiciéon de sustancias humicas y fotdli-
sis (28): e) biodegradacion, utilizando flora
microbiana natural, ya sea en forma aislada
(29) o en filtros de arena (30 a 32); f) oxidan-
tes quimicos (cloro, permanganato de pota-
sio, perdxido de hidrégeno (33).

En este trabajo se analiza la utiliza-
cién de un tratamiento no convencional de
aguas de consumo como es la irradiacion
ultrasénica, para eliminar la MC-LR. Esta
metodologia se presenta como una alter-
nativa atrayente debido a la simplicidad de
su implementaciéon y a la no generacion de
compuestos secundarios toxicos. La irra-
diaciéon ultrasonica de soluciones acuo-
sas da lugar a la formacién, crecimiento
y colapso de burbujas en el liquido. Este
fenémeno (cavitaciéon) provoca que en el
momento de la implosion se den condicio-
nes sorprendentemente altas de presion y
temperatura en el punto de colapso (P >
1000 atm y T > 5000 K) (34), favoreciendo
la actividad quimica (35). Particularmente,
se produce la formacioén de radicales hidro-
xilo, altamente reactivos (36). En la biblio-
grafia existen antecedentes de la utilizacion
del ultrasonido para la degradacién de MC—
LR, aunque en condiciones diferentes a las
efectuadas en nuestro trabajo: a) ya sea
por ser MC proveniente de extractos ciano-
bacterianos con contenidos celulares (37);
b) MC proveniente de extracto celular tra-

tada a diferente potencia y frecuencia (38);
o c) tratamiento de aguas naturales conte-
niendo Microcystisaeruginosa (y la microcis-
tina liberada por las mismas) con un equipo
de menor potencia al aqui presentado (39).

2. Materiales y métodos

2.1. Ultrasonido y metodologia analitica

Para el tratamiento mediante ultrasonido
se utilizé un equipo SONICS Vibra Cell pro-
visto de un cabezal de 13 mm de diametro,
operando a una frecuencia de 20 kHz. La
potencia entregada por el equipo fue deter-
minada mediante calorimetria (40) en expe-
riencias efectuadas por triplicado, dando
una potencia de 37 Watt.

La degradacion se realizd en un reactor
de vidrio de 250 ml provisto de camisa de
refrigeracion por la que se circulé agua para
regular la temperatura de operaciéon en 25
+ 1°C. En todas las experiencias se utiliza-
ron 50 ml de soluciones de MC - LR (Sigma,
95% de pureza) con una concentracion ini-
cial de 1 mg.I" en agua destilada deioni-
zada. Con el fin de estudiar el efecto del pH,
se regul6 el mismo entre los valores de 4 y
8 mediante el agregado de &cido clorhidrico
o hidréxido de sodio en cantidades adecua-
das. Para analizar la posible influencia de
la concentracion inicial en la velocidad de
degradacion, se prepararon soluciones de
MC — LR de tres concentraciones diferentes
(0,53 mg/l; 1,01 mg/l'y 2,14 mg/l).

Los ensayos fueron realizados por tri-
plicado, tomandose 1 ml de muestra para
determinar la concentracién de MC-LR por
cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC). En un tiempo total de 75 minutos
se tomaron 11 muestras para poder evaluar
la cinética de la degradacion.

La cuantificaciéon de MC - LR se realizd
por duplicado mediante un equipo de HPLC
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Waters 1525, con una columna de C18 de
5um, 4.6 mm de diametro y 150 mm de
largo. Se utilizd fase mdvil isocrética con
37 % de acetonitrilo y 63 % de agua acidifi-
cadas con 0.05 % de &cido trifluoroacético
y una temperatura de 40 °C. Para la detec-
cion se utilizd un detector UV dual Waters
2487 a una longitud de onda de 238 nm
(41). El tiempo de retencion fue de 5.2 min.
El limite de deteccion fue de 0.05 mg/l.

2.2. Metodologia estadistica

y computacional

Para analizar las posibles diferencias entre
los valores triplicados de los ensayos a dife-
rentes valores de pH y de concentraciones ini-
ciales, se utilizo el andlisis de la varianza (42).

A fin de calcular la constante de degra-
dacién de primer orden se escribid un pro-
grama de busqueda iterativa en MatLab ®
utilizando la técnica de autdbmatas celulares.
Un autdmata celular es un objeto matema-
tico que consiste en un arreglo uni, bi o tri-
dimensional de celdas, una serie finita de
estados y un grupo de reglas de transicion.
A cada celda se le permite estar en solo uno
de los estados, y las reglas de transicion
son las que posibilitan que las celdas pasen
de un estado a otro (43). Por tratarse de una
técnica versétil y simple que se adecua facil-
mente a sistemas complejos, los autdbmatas
celulares se utilizan en variados campos: a)
prevision tecnolégica (44); b) modelado de
apariciéon de innovaciones (45); ¢) modelado
de la dindmica del paisaje (46); d) criptogra-
fla (47); e) crecimiento de tumores (48); f)
quimica (49) y g) quimica cuéntica (50).

Dado que los porcentajes de degradacion
se calcularon con una aproximacion de un
decimal, se pasaron dichos datos a nime-
ros enteros multiplicando los mismos por 10.
Luego, cada poblacién inicial (igual a 1000)
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se distribuy6 aleatoriamente en las celdas
de un arreglo bidimensional (de 50x50),
donde cada celda puede estar en uno de
dos estados: vacia/ocupada. La regla de
evolucioén fue de tipo probabilistico: en cada
paso de tiempo, a cada celda ocupada se
le asigna un valor aleatorio (entre Oy 1) que
se compara con la probabilidad de desapa-
ricion por individuo (igual al producto de la
constante de velocidad por el incremento de
tiempo). Si el valor asignado es menor a la
probabilidad de desaparicion, la celda cam-
bia de estado. El método es iterativo entre un
valor minimo y uno maximo (propuestos) de
la constante de velocidad. Para cada valor
de la constante de velocidad analizada, el
célculo se repite 200 veces, promediandose
los resultados. Se eligié esta metodologia
dado que mostrd valores de sumas de cua-
drados inferiores a las obtenidas mediante
linealizacién utilizando logaritmos.

3. Resultados y discusién

Debido a que para cada valor de pH dife-
rentes se realizaron los ensayos por tripli-
cado, se efectud un ANDEVA con el propé-
sito de comprobar si entre las corridas no
existian diferencias significativas a fin de uti-
lizar el promedio correspondiente a cada
tiempo para realizar el analisis de su cinética.
Los resultados se presentan en la Tabla 1.

Todos los valores de probabilidad (p) son
mayores a 0,05, por lo que estadisticamente
no existen diferencias significativas entre las
repeticiones (al nivel del 95 % de confianza) lo
que permite utilizar los valores promedio para
el calculo de las constantes de degradacion.

En la Figura 1 se presentan los resulta-
dos del decaimiento de la concentracion
de MC - LR (expresados como porcentajes
respecto a la concentracion inicial), para los
valores de pH estudiados (pH = 4,6, 7y 8).
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En todos los casos la degradacion fue supe-
rior al 75 % luego de 75 minutos de sonica-
cién. Puede observarse que a medida que
aumenta el pH disminuye la eficiencia del

tratamiento, obteniéndose mas del 90 % de
remocion en pH neutro durante los primeros
60 minutos mientras que en pH acidos este
tiempo es de tan solo 45 minutos.

Tabla 1. ANDEVA de las tres repeticiones realizadas para cada valor de pH. E.G. entre grupos;

D.G.: dentro de los grupos; S.C.: suma de cuadrados; g.l.: grados de libertad; C.M.: cuadrados

medios; F: estadistico de Snedecor; p: probabilidad.

Fuente S.C. g.l C.M. F p

pH = 4,0 EG. 0.00847879 2 0.00423939 0.0464875 0.9546
D.G 2.73583 30 0.0911942
Total 2.74431 32

pH =60 EG. 0.00570188 2 0.00285094 0.0451675 0.9559
D.G 1.89358 30 0.0631193
Total 1.89928 32

pH=7,0 EG. 0.0110839 2 0.00554194 0.0517984 0.9496
D.G 3.20972 30 0.106991
Total 3.2208 32

pH = 8,0 EG. 0.0572439 2 0.0286219 0.473001 0.6277
D.G 1.81534 30 0.0605114
Total 1.87258 32

Figura 1. Curvas de decaimiento de la concentracion de MC-LR en funcién del tiempo, para dife-
rentes valores de pH. C: concentracion al tiempo t; Ci: concentracion inicial.
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Todas las curvas de decaimiento se ajus-
taron a cinéticas de primer orden, mostran-
dose en la Tabla 2 los parametros ajusta-
dos. Los datos muestran que todos los
ajustes son estadisticamente significativos.

Para el tiempo de vida medio (tiempo
que debe transcurrir para que desaparezca
la mitad de la concentracion inicial de MC
- LR), se determiné una relacion con el pH
del tipo:

T=a+bpH®

donde T esta expresado en minutos, a =
12,01 (minutos); b= 3,08023 e-06 (minu-
tos) y ¢ = 7,68140 con un coeficiente de
correlacion (R?) igual a 0,99313. Esta expre-
sién es valida dentro del rango de valores
de pH analizados en este trabajo.

Para analizar la posible influencia de la
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concentracion inicial en la velocidad de de-
gradacién, se efectud en primer lugar el ana-
lisis de ANDEVA (Tabla 3) sobre las repeticio-
nes y dado que los resultados no mostraron
diferencias estadisticamente significativas en-
tre ellas se ajustaron cinéticas de primer or-
den a los valores promedios (Tabla 4).

El andlisis de dichos datos muestra que los
valores de la constante de degradacion dis-
minuyen exponencialmente con el aumento
de la concentracion inicial de MC — LR:

k., = 0,0423 * exp (-0,30596 * Co)

2 = 0,99995
donde k., es la constante de degradacion
de primer orden (expresada en min"") y Co

es la concentracion inicial de MC - LR ( en
mg/l),en el rango 0,50 — 2,00 mg/I.

Tabla 2. Valores de las constantes de velocidad de decaimiento de primer orden (k) de la MC-LR

para diferentes valores de pH. S(k) = desvio estandar de la constante de decaimiento; R? = coefi-
ciente de correlacién al cuadrado; T = tiempo de vida medio (T = In(2) k™)

pH 4 pH 6 pH 7 pH8
k (min") 0,054 0,051 0,031 0,018
S(k)(min) 0.002696 0.001965 0.002161 0.000488
R? 0,99994 0,99997 0,99993 0,99999
T (min) 12,8 13,6 22,4 38,5
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Tabla 3. ANDEVA de las tres repeticiones realizadas para cada una de las tres concentraciones

iniciales. E.G. entre grupos; D.G.: dentro de los grupos; S.C.: suma de cuadrados; g.l.: grados de

libertad; C.M.: cuadrados medios; F: estadistico de Snedecor; p: probabilidad.

Fuente S.C. g.l C.M. F p
C,=0,53mg.l" E.G. 0.000904 2 0.000452 0.017798 0.9824
D.G 0.761943 30 0.025398
Total 0.762848 32
C,=1,01mgl" E.G. 0.021922 2 0.010961 0.102559 0.9028
D.G 3.20625 30 0.106875
Total 3.22817 32
C,=214mgl" E.G. 0.100850 2 0.050425 0.165568 0.8482
D.G 9.13670 30 0.304557
Total 9.23755 32

Tabla 4. Valores de las constantes de velocidad de decaimiento de primer orden (k) de la MC-LR

para diferentes concentraciones iniciales (C,)) de MC — LR.S(k) = desvio estandar de la constante

de decaimiento; R? = coeficiente de correlacion al cuadrado; T = tiempo de vida medio.

C, (mg/l) 0,53

k (min'") 0,036
S(k)(min'") 0.001369
R? 0,99996
T (min) 19,3

1,01 2,14
0,031 0,022
0.002159 0.000515
0.99993 0,99996
22,4 31,5

4. Conclusiones

En este trabajo se muestra la efectividad
del ultrasonido en el tratamiento de aguas
conteniendo MC - LR. Los resultados indican
que para pHs neutro o &cidos, se obtiene
mas del 90% de la degradacion dentro de
los primeros 75 minutos. El abatimiento de
las concentraciones de MC — LR es depen-
diente del pH, aunque no muestra con el
mismo una relacién simple. Entre la dismi-
nucién de las concentraciones de MC - LR
y el aumento de las concentraciones inicia-

les existe una relacion exponencial negativa.

En la Tabla 5 se muestran resultados
obtenidos por diferentes autores, de la
degradacion de MC-LR por tratamiento con
ultrasonido. Lo primero que puede obser-
varse en la misma, es la alta dispersion
tanto de resultados como de las condicio-
nes en que se efectuaron los tratamientos,
por lo que nuestros resultados amplian la
informacién existente sobre la degradacion
de la MC-LR mediante ultrasonido.
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Tabla 5. Degradacion de MC — LR por tratamiento mediante ultrasonido, segun diferentes autores.

MC-LR: concentracién de MC-LR utilizada en el trabajo; V: volumen de muestra utilizada; f (kHZ):

frecuencia; p (Watt): potencia; T °C: temperatura; t (min): tiempo de aplicacion del tratamiento; %

deg.: porcentaje de degradacién; k (min'): constante cinética de primer orden; ---: dato no infor-

mado; (a): presenta una relacion lineal entre concentracién y tiempo; (b) aproximadamente 130

minutos (valor tomado de un grafico); (c): volumen del recipiente = 1570 ml; (d): se informa poten-

cia variable entre 0 y 100 Watt.

Autor MC-LR Vml f (kHz) P (Watt) T°C pH t (min) % deg. k (min™)
(51)  2ug/ 400 20 30 30 65 0,0359
(52) 2,687 mg/l 40 640 500 4 6 85 (a)
(53)  2,9856mg/l 400 640 500 4 32 (b) 1,01
38 0,47
47 0,66
5,6 0,44
9,7 0,48
(54) 500 mg/l 400 640 500 4 90 29
(55)  3,5ug/l 235 108 3 10 72,3
200 80,8
(56)  0,5mg/l () 20 (d) 25 7 30 72,2 0,0028
40 79,6 0,0034
60 81,6 0,0072
100 82,8 0,0087
200 85,2 0,0093
En (51) las condiciones de frecuen- siguientes (52 — 55) son muy diferentes a

cia y potencia son similares a las utilizadas
en nuestro trabajo (aunque no se informa
acerca de valores de temperatura y pH) vy el
valor de la constante de degradacién es tam-
bién del mismo orden. Sin embargo, las con-
centraciones utilizadas son mil veces inferio-
res. En el mismo trabajo se informa acerca
de la disminucién de la velocidad de degra-
dacion al aumentar la concentracion (hecho
también encontrado en nuestro trabajo),
pero no se precisa ningun valor al respecto.
Las condiciones de los cuatro trabajos

las que nosotros utilizamos, con resulta-
dos también muy distintos. En uno de ellos
(53) se muestra que a valores de pH muy
acidos las constantes de decaimiento son
mayores que a valores de pH basicos aun-
que con altibajos a valores de pH interme-
dios, no existiendo una relacion sencilla
entre ambos.

En (56) las condiciones de frecuencia,
temperatura, pH y concentraciéon son idén-
ticas a las nuestras, aunque en este caso no
se informa sobre la potencia y los volime-
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nes podrian también resultar diferentes. Este
trabajo presenta una incongruencia entre los
resultados mostrados: se informa sobre una
constante de decaimiento de primer orden
(para 20 kHz) igual a 0,0028 min™, lo que
darfa un tiempo de vida medio de 247,55
min; mientras que se informa que en 30 min
se degradé el 72.2 %. Este Ultimo resultado
estarfa de acuerdo con una constante diez
veces mayor (0,028 min), valor muy seme-
jante al que reportamos en nuestro trabajo.
Los métodos de tratamiento conven-
cionales de aguas de consumo (filtracion,
coagulacion, sedimentacion) se mues-
tran como muy ineficientes para la efectiva
remocion de la microcistina-LR (57). Tam-
poco el tratamiento con cloro muestra ser
efectivo, debido a que es altamente depen-
diente del tipo de compuesto utilizado, su
concentracion y fundamentalmente por dar
subproductos toxicos (58, 59). En vista a los
resultados obtenidos en este trabajo, podria
pensarse para el tratamiento de aguas
potencialmente peligrosas por su contenido
en cianotoxinas, en un tratamiento combi-
nado: filtracién (a fin de eliminar las célu-
las) y luego ultrasonido. Si bien el ultraso-
nido también se muestra muy efectivo para
la inactivacion de algas (60, 61), no serfa
recomendable su utilizacién directa sobre
las aguas crudas debido a que podria libe-
rar las toxinas y aumentaria el costo del tra-
tamiento al necesitarse méas tiempo para la
degradacion de las cianotoxinas.
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