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RESUMEN

La creciente contaminaciébn de medios acuéticos por procesos
industriales, domésticos, actividades agricolas y mineria, conlleva a buscar
nuevas estrategias que eliminen los metales pesados como el plomo, es por ello
gue se plantea una alternativa basada en la capacidad de los microorganismos
en biotransformar y acumular dicho metal. Para ello se evalud el nivel de
biorremocion de plomo en medios acuosos mediadas por microalgas a escala
laboratorio, se evaluo el tiempo de resistencia y la biorremocién de microalgas,
experimentandolas a diferentes concentraciones de 10mg/L, 50mg/L, 100mg/L,
200mg/L de plomo, en fotobiorreactores de columnas con volumen de trabajo de
570 mL. El desarrollo de las microalgas sobre las diferentes concentraciones de
plomo, se determiné su resistencia al metal, evaluando el crecimiento cada 3
dias durante 15 dias mediante el recuento en la camara Newbauer. El nivel de
biorremocion en el sistema fotobiorreactor de columna tiene una eficiencia de
94.72 % a los 10 dias, constituyéndose en un método eficiente y de bajo costo
para la biorremediacién de aguas contaminadas con metales. La identificacion

de los géneros de microalgas se realiz6 con la ayuda de las claves taxonGmicas

Palabras claves: Fotobiorreactor, Biorremocion, metal pesado, plomo,

microalgas, Scenedesmus sp, Chlorella sp, Spirogyra sp.



l. INTRODUCCION

En los inicios del siglo XXl la problematica primordial es la
“contaminacion ambiental” por metales pesados generados mediante diversas
actividades mineras, industriales y domésticos. Los metales pesados intervienen
en los ciclos ecosistémicos acumulandose en diferentes niveles de la cadena
trofica y alcanzado concentraciones toxicas para animales, plantas,

microorganismos e inclusive el hombre.

En Peru se practica la mineria legal e ilegal, pero también que traen
contaminacion de las aguas por metales pesados que es alta en los lugares
donde existe mineria y ademas por el incremento de la poblaciéon que dan como
consecuencia el vertimiento de aguas residuales a las cuencas mas cercanas.
En la selva tropical la ANA (Autoridad Nacional del Agua) encontraron elevados
niveles de contaminacion por cadmio, plomo, arsénico, mercurio, niquel y cobre,
sobrepasando los ECA-agua poniendo en riesgo a la poblacion, asi como
también la flora y fauna. Las minerias en Huanuco no son ajenas a la
contaminacién de las empresas que extraen Cobre y Zinc que vierten el Plomo
a diferente lagunas y corrientes de agua sin un ningan tratamiento.

La biorremediacion es un proceso biotecnoldgico que utiliza la
biomasa viviente (bacterias, hongos, algas y plantas superiores) para remover y
recuperar metales del medio acuatico, es asi como las microalgas y algas

filamentosas constituyen una herramienta efectiva para la eliminaciéon de los
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metales toxicos, se presentan como una alternativa eficiente y econémica viable
debido a su capacidad removedora de metales en soluciones acuosas conocidas
por su excelente potencial bioadsorcion y por su capacidad biorremediadora
(biosorcion) estan presentes en diversos ecosistemas naturales o impactados
antropogénicamente y se constituyen como organismos ideales para el
tratamiento de aguas contaminadas por metales pesados siendo importantes
organismos biorremediadores con capacidad de soportar contaminantes de
medios acuaticos y mostrar un rapido incremento de biomasa, las algas se
utilizan en cultivos para bioacumular, bioabsorber y bioadsorber, participan en la
captura de algunos sustancias toxicas mediante las estructuras “externas” de las
células, independientemente del metabolismo celular.

La biorremediacion mediada por microalgas puede ser utilizados
para la ejecucion de sistemas de depuracion de ambientes contaminados. Es por
esta razon que en el presente trabajo de investigacion. Se plantea esta
alternativa tecnolégica de solucion de tratamiento de aguas contaminadas con
plomo y de esta manera contribuir a la disminucién de la contaminacion de este
recurso.

Puesto a lo mencionado, se propuso la siguiente interrogante: ¢ Cual
sera el nivel de biorremocion de plomo en soluciones acuosas a escala
laboratorio mediadas por microalgas?

Planteandose como hipaétesis: El nivel de biorremocion de plomo a

escala laboratorio mediadas por microalgas sera alta, superior a 80%.

1.1. Objetivos



1.1.1. Objetivo general

— Determinar la biorremocién de plomo en soluciones acuosas mediadas
por microalgas a escala de laboratorio.

1.1.2. Objetivos especificos

— Evaluar la resistencia de las microalgas frente a diferentes
concentraciones de plomo en soluciones acuosas.

— Determinar el nivel de biorremociéon mediante el porcentaje de
eficiencia, capacidad de adsorcion de plomo en soluciones acuosas.

— Identificar el género de microalgas removedoras de plomo en

soluciones acuosas.



ll.  REVISION DE LITERATURA

2.1. Antecedentes
2.1.1. Remocion de cromo (VI) de soluciones acuosas por biomasa

de Spirulina maxima en un proceso en lote

GARCIA (2014), evaluo la capacidad de cianobacterias Spirulina
maxima para remover el Cr (VI) en medio artificial. Caracterizando la biomasa
para saber sus caracteristicas, determinandose mediante el punto de carga cero;
sitios basificados y acidificados, de la misma manera viendo la estructura de los
grupos funcionales por el FTIR, de esta manera se hicieron pruebas de remocion
en lote alterando los parametros como pH, biomasa, tiempo de contacto y

concentracion del metal Cr (VI).

De esta manera se concluyé que esta prueba de desorcién nos
predice la “imposibilidad” de regenerar el biosorbente, por su degradacion debido
a la basicidad y acidez; concluyéndose que el modelo de Langmuir describe
mejor los datos de equilibrio de proceso. De esta manera se puede decir que la
biomasa de Spirulina maxima, es una alternativa reductora de Cr (VI),

obteniéndose un producto de minima toxicidad el Cr (llI).
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2.1.2. Remocion de metales pesados (mercurio y plomo) de
soluciones acuosas a diferentes concentraciones utilizando

microalga dulceacuicola Scenedesmus acutus

En este presente trabajo de investigacion establecio los niveles de
remocion de mercurio y plomo mediante microalgas de genero Scenedesmus
acutus, evaluando asi los efectos de estos metales sobre el crecimiento celular,
utilizando cultivos de medio Bol’ds Basal modificado a concentraciones iniciales
de 5, 10, 15, 30 mg/L (CHULLE Y VILLALOBOS, 2016). En la cual llego a una
conclusiéon que el Scenedesmus acutus, logro porcentajes maxima de 93 % para

mercurio y 97.68% para plomo, llegando ser un buen biorremediador de Hg y Pb.

2.2. Contaminacion

EPA (2004), la contaminacién ambiental es la emisién o vertimiento
de sustancias por algunos procesos, que es capaz de perjudicar al hombre u otro
ser viviente definiendose como el factor que causa la variacion de las

caracteristicas fisica, quimicas y biolégicas del medio ya sea agua, aire y suelo.

2.3. Metales pesados

SPAIN Y ALM (2003), considera que los metales pesados al igual
gue otros son sustancias con densidades igual o mayor a 5 g/cm? presentandose
mayormente de manera elemental, con nimero atébmico superiores a 20
(descartando algunos metales alcalinos) y masa atomica superiores a 60. La
existencia en el suelo es menor a 0.1%. existe otro elemento quimico junto a

estos como: As, Ba y Se, esto se debe por que presenta origenes asociados.
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Dicho de otra manera, de nombrar es elementos toxicos, esto estd conforme a
las listas de contaminantes prioritario (Agencia de Proteccion Ambiental de los
Estados Unidos), incluye las siguientes sustancias: Ar, Cr, Co, Cu, Zn, Ag, Cd,

Mg, Ti, Se y Pb.

Se distinguen dos grupos dentro de los metales pesados:
— Micronutrientes
Vital para el crecimiento y adaptacion en la vida de unos cuantos
organismos, son usados en minimas concentraciones en trazas y
pasado cierto limite se vuelven “téxicos”. Como el As, B, Cr, Cu, Mo,
Mn, Ni, Se, y Zn.
— Metales pesados sin funcién biologicas conocidas
Son metales que no son metabolizados por los microorganismos de
manera que son acumulados en los tejidos celulares, proporcionando efectos

graves en la salud como: Cadmio, Mercurio, Plomo, Niquel, Antimonio, Bismuto.

2.4. Efecto en el ambiente de los metales pesados

La mayor toxicidad de los metales pesados se da al no ser
guimicamente ni biologicamente biodegradables. De manera que, al ser vertidos,
permanecen en el medio durante mucho tiempo, por otro lado, aumenta su
concentracion a medida que son consumidos por otros organismos Vivos,
animales y plantas contaminados que puede provocar anomalias de
“intoxicacion”. Por otro lado, son faciles de absorber por la biota en estado
acuoso, esto quiere decir que existe una mayor disponibilidad en este medio

dicho de otra manera la capacidad de interaccidon del contaminante en funcién al
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sistema biolégico. Cabe recalcar que los metales bioconcentrados en las
paredes de las microalgas son: Al, Cu, Hg, Mn, Ni, Pb, Zn. Las acumulaciones

dependen de la acides o basicidad del medio acuoso (SPAIN Y ALM, 2003).

2.5. Plomo

El metal plomo con masa atémica de 207.2 u.m.a., presenta un punto
de fisién de 327.5 °C y de ebullicion de 1740 °C. Estructuralmente en estado
metalico (cristalina cubica) con una “densidad” 11.34 g/cm3. Este metal fue usado
en la antigiiedad a lo largo de varios ciclos prediciendo su toxicidad. Hoy en dia
la maxima concentracion aceptada esta por debajo de 0.005 mg/L establecida
en todos los paises a niveles muy bajos segun las legislaciones de las naciones

unidad y UE (HERNANDEZ, 2008).

2.5.1. Fuentes de exposicion

El plomo principal componente (corteza terrestre), encontrandose
distribuidos por la misma naturaleza. Sin embargo, la mayor exposicion al medio
ambiente, incluidos las personas, presenta caracter antropogénico. Se puede
distinguir tres fuentes primordiales de exposicion a este metal (GHASEMI et

al.,2014).

a) Exposicion del medio industrial

Basicamente las industrias utilizan todo tipo de “especies de plomo”,
como el metalico, “compuestos organicos e inorganicos”. No obstante, el
emponzofiamiento por plomo inorganico se da mas en las industrias. Otro punto

de importancia se da en el sector minera, por causa de la explotacién de (PbSy)
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suponiéndose una de las primordiales fuentes para la adquisicion del “metal” y
comunmente de azufre; que es muy acogido por la industria en la forma de acido
sulfarico. Los compuestos organicos de este metal se encuentras basicamente
en algunos aceites y lubricantes que presenta neftano de plomo y otros similares

(ROMERO et al., 2007).

b) Exposicion del medio doméstico

Es producto del “uso no profesional”, algunos productos comerciales
preservan compuestos de plomo inorganico en su estructura, esencialmente la
pintura con minio (Pbz0) o también los esmaltes de la “alfareria doméstica”, pero
sobre todo a la inhalacién por vias respiratorias de particulas de plomo metalico
proveniente del polvo. Cabe recalcar que el O0xido de plomo atmosférico
procedentes de varias fuentes (pintura, fundicidn, industria, etc.) se depositan o
almacenan en (suelo, agua, frutas y entra facilmente a la cadena tréfica), debido
a la facilidad de absorcion por las plantas y otros organismos vivos (ROMERO

et al., 2007).

c) Exposicion por las emisiones de los vehiculos del motor

Una gran cantidad del plomo medioambiental son provenientes por
la emision de los escapes automovilisticos, que es transformado por distintas
sustancias en la atmosfera y se convierten en su mayoria en elementos
inorganicos. Una fraccion de los organometdlicos de la gasolina se da por
inhalacion de manera directa de estas especies como moléculas en estado de
vapor o absorbidas como material particulado. Por ello estas emisiones de

diferentes vehiculos motorizados son las causantes de la acumulacion de plomo
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en la sangre debido a la diseccion constante al ambiente, que se gracias al

vientos fuertes (CHUQUILIN Y ROSALES, 2016).

2.5.2. El plomo en la salud humana

El mecanismo del plomo al ingresar al organismo humano se da en
su mayoria (inhalacién e ingestién), el ingreso por la piel se da en una minimo
porcentaje debido a la causa en exposicién con sus compuestos organicos en la
sangre presenta una semivida de 25 dias de modo que algunas porciones son
secretadas mediante los rifiones por la orina, del tractoinstestinal mediante heces
y mediante sudor por la piel, es por ello que existen procesos de (absorcion,

deposicion, excrecion) en todo ser vivo (DIGESA, 2016).

ADSORCION DEPOSITO EXCRECION
. TEJIDOS TEJIDO OSEO
INHALACION
BLANDOS (90%)
90 - 95% 10%
.
VIAS
RESPIRATORIA PELO,
S 4 PULMON SUDOR
PIEL UNAS:
INGESTION: SANGRE o
- 10% _
. TRACTO (Hematies 95%) )
RINON
I A | ORINA
FARINGE 80%
| COLON I\ | HECES:
10-15%

HIGADO

Figura 1. Sistema metabdlico de los metales en el ser humano

Fuente: DIGESA (2016).



10

2.5.3. Comportamiento y efectos del plomo en el ambiente

El plomo metélico se encuentra en minimas cantidades en el
ambiente, no obstante, las altas concentraciones son el resultado de (actividades
antropogénicas como la combustién del petrdleo, procesos industriales,
combustion de residuos soélidos). Dentro de los principales dafios al medio
ambiente se tiene la pérdida y la perturbacién de fitoplancton en el medio
acuatico. La concentracion de plomo casi en todas las aguas se encuentra entre
0.001 - 0.01 pg/L. por otra parte las cantidades muy inferior segun los limites
establecido por la “Organizaciéon Mundial de Salud (OMS)”, el cual es de 0.1 pg/L,
debido a las zonas de aguas blandas con un pH ligeramente acido, el plomo de
las tuberias puede llegar a disolverse con el paso el tiempo. El plomo es
transportado por las lluvias y las aguas negras 100 - 500 pg/L en areas
industriales, asimismo los provenientes de las emisiones vehiculares que
alcanzan diferentes niveles de la capa de la atmosfera y luego precipitan a los
cuerpos acuaticos. Estos compuestos del metal plomo son (contaminantes
toxicos y dafinos), desde el punto de vista ambiental, principalmente de las
aguas residuales que se encuentran los derivados alquilicos de plomo (IV),
tetraetilo, dietilo, etc. En los suelos la concentracion de plomo varia de 2 - 200

Hg/L (CHUQUILIN Y ROSALES, 2016).

2.6. Algas

Las algas son organismos acuaticos, fotoautdtrofos oxigénicos y
morfolégicamente menos complejos, catalogadas como muy antiguos y diversos

gue no tienen un origen comun, sus semejanzas morfologicas y anatomicas se
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deben a su adaptacién primaria al medio acuatico. Organismos que no se difieren
en raices, tallos y hojas. Estos organismos se extienden desde seres
unicelulares hasta organismos multicelulares en mayores colonias. Estas
realizan una de las aportaciones de oxigenacion al planeta; es estimada la
participacion fotosintética cerca del 50% de manera global (ABALDE Y

HERRERO, 2004).

2.7. Microalgas

Son organismos unicelulares eucarioticos fotosintéticos que tienen
la capacidad de transformar la energia luminica en energia quimica con una
eficiencia cuatro veces mayor a las plantas. Son productores primarios de la
cadena trofica, constituyéndose una de las primeras formadoras de materia
organica son de tamafio reducido y variado (5 — 50 um) de esta manera
presentan un facil captura y digestion por la abundancia de organismos que se
alimentan en forma directa del fitoplancton. La gran mayoria de especies se
encuentran como células individuales, forma de baston o fusiformes, otros
forman colonias multicelular. Algunas colonias son simples agregados de células
idénticas que son unidas después de la division; otras se componen de diferentes
tipos de células especializadas para determinadas funciones (ABALDE Y

HERRERO, 2004).

2.7.1. Principales especies de microalgas

En biotecnologia se puede decir que las microalgas son organismo
gue presentan clorofila a y otros pigmentos fotosintéticos. estas especies de

microalgas que seran estudiadas en esta investigacion perteneceran al grupo de
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las algas “verdes fotosintéticos”, unicelulares que fueron utilizadas en las
investigaciones para ver la eficacia en el tratamiento de aguas residuales vy
adquirir biomasas de alta calidad. Como organismos pequefios, tienen la
suficiencia de crecimiento y generacién de biomasa muy por encima a las plantas
superiores, no necesitando generar estructuras reproductoras, por ende, tienen
la facilidad de duplicarse en minutos, cuando estan en una condicion optima de

crecimiento de las mismas (RICHMOND, 2004).

a) Spirogyrasp

La Spirogyra sp son algas verdes de agua dulce con células
semejantes reunidas de forma filamentosa. Asimismo, presenta una pared
celular con muchos grupos funcionales, asi como: (oxidrilos OH, fosforilo PO30,
amina NH>, carboxilos COOH), que asignan la adsorcion de iones de plomo u
otros metales presentes en medios acuaticos. Son especies dioicas, lo cual el
contenido de las células del “filamento masculino” se deposita en las células del
filamento femenino y se mantienen unidos entre si por un conducto o tubo.
Algunas Spirogyras sp son monoicas, esto quiere decir que presenta doble
células vecinas de un mismo filamento que funcionan entre si, mediadas por
conductos de conjugacion, estas microalgas se protegen entre ellas de la
toxicidad causada por metales pesados, de este modo se puede decir que las
algas verdes filamentosas son potencialmentes bioacumuladores eficeintes
debido a la composicion bioquimica de su pared celualar, de este modo abrio
varias puerta de la opcion rentable como material biologico para ser empleados
en la tecnologia de tratamientos de aguas residuales (PENA, PALACIOS Y

OSPINA, 2005).
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Se caracteriza por contener cloroplastos repartidos a lo largo de una

cinta en forma de “espiral’, estos cloroplastos estan encargados de realizar la
fotosintesis y presenta la siguiente taxonomia como se muestra en el cuadro 1 y

figura 2.

Cuadro 1. Clasificacion taxonémica de la Spirogyra sp

Clasificacion taxonémica de la spirogyra sp

Subreino Viridaeplantae
Infrareino Streptophyta
Division Charophyta
Subdivision Conjugophytina
Clase Conjugophyceae
Orden Zygnematales
Familia Zygnemataceae
Genero Spirogyra sp

Fuente: CHISTI (2007).

Figura 2. Estructura morfolégica de la Spirogyra sp

Fuente: YAQUB et al. (2012).
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b) Chlorellasp

CHINNASAMY (2010) la Chlorella sp es un género de alga
“unicelular” con forma esférica que miden de 2 a 10 um de diametro, carecen de
flagelo y pertenecen a la division chlorophyta. Se ha reproducido de forma
masiva para fines de alimentacién y la obtencién de metabolitos. Es una especie
de microalga que reproduce con facilidad y muy rapido a través de la fotosintesis
en medios (autétrofos, heterotréficos y mixotroficos) es una de las especies mas
estudiada e investigadas a nivel mundial como un recurso para sustituir los
combustibles fésiles y para alimento; la desintoxicacion de metales pesados que
son usados como biosorbente que son faciles de cultivar manteniendo las
condiciones 6ptimas los parametros y los nutrientes. EI nombre proviene de la
palabra griega chloros, que significa verde, y el sufijo ella que hace referencia su
tamafo mindsculo a escala microscépica y por ende la clasificacion taxonémica

como se muerta en el cuadro 2 y figura 3.

Cuadro 2. Clasificacion taxonomica de la Chlorella sp

Clasificacion taxonémica de la Chlorella sp

Division Chlorophyta
Clase Chorophyceae
Orden Chlorococcales
Familia Oocystaceae
Genero Chlorella
Especie Chlorella sp

Fuente: BENAMOTZ (1987).
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Figura 3. Estructura morfolégica de la Chlorella sp

Fuente: ABALDE Y HERRERO (2004).

estas microalgas tienen la distincion de desarrollarse en agua dulce
como en agua salada, dado el creciente interés en estas algas ahora se

producen ampliamente.

c) Scenedesmus sp

XIN, HONG y YIN (2010) nos dice que este género fue descrito por
primera vez en el afio 1905 por Teodorico, y su hombre por Dunal, que fue el
primero en reconocer este género. Son unicelulares en su totalidad y se
diferencia abismalmente en su forma y tamafio que varian entre 8 y 25 um de
largo y 5y 15 um de ancho, con pared celular que se unen formando cortas
costillas con la forma de una C mayuscula lisa con cloroplasto parietal con un
pirenoide de almidén con organulos celulares tipicos con nucleo rodeado de

membrana.



16
La microalga del género Scenedesmus sp se puede clasificar

taxondmicamente como se muestra en el (cuadro 3y figura 4).

Cuadro 3. Clasificacion taxonémica de la Scenedesmus sp

Clasificacion taxondémica de la Scenedesmus sp

Division Chlorophyta
Clase Chorophyceae
Orden Chlorococcales
Familia Scenedesmaceae
Genero Scenedesmus
Especie Scenedesmus sp

Fuente: ANDRADE, et al. (2009).

Generalmente, la familia Scenedesmaceae es clasificada dentro de
las algas verdes fotosintéticas, e incluyen especies de forma unicelular, otras son
capaces de formar cenobios 0 menos alineados en uno o varios planos, siendo
lo mas comun los cenobios de cuatro células. La disposicion de sus células se
une unas con otras que se realiza directamente a través de la pared celular o
mediante la proyeccion de la propia pared. Los Scenedesmus sp se reproducen
de manera sexual donde las células hijas mantienen la morfologia tipica la
estructura de los progenitores y asexual por division longitudinal
independientemente de su tamafio, por lo que es correcto hablar de individuos
grandes y pequefios que mantienen la actividad celular durante la divisién. Sin
embargo, existen multiples ventajas de esta especie, no obstante, su aplicacion

como remediador de aguas ha sido poco extendido (XIN, HONG y YIN, 2010).
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Figura 4. Estructura morfolégica de Scenedesmus sp

Fuente: ANDRADE et al. (2009).

2.7.2. Condiciones para el crecimiento de las microalgas

(XU, MIAO Y WU, 2006), el crecimiento exponencial de las
microalgas se debe a las condiciones Optimas (temperatura, pH, oxigeno,
intensidad luminosa, salinidad y nutrientes), que varian ampliamente de una
especie a otra, estos parametros han sido determinados en los laboratorios que
nos facilita la comprension de las condiciones necesarias que requieren para el
desarrollo de varias especies. Hoy en dia algunas microalgas pueden
desarrollarse en condiciones heterétrofas, usando fuente de carbono en
ausencia de luz. Esto nos muestra que esta adaptabilidad metabdlica les permite
el desarrollo a diversos ecosistemas en funcion a procesos biotecnolégicos

generando biomasa.
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2.7.2.1. Luz

Las microalgas por naturaleza son fotosintetizadores que dependen
primordialmente de la luz para su crecimiento y desarrollo. Se caracteriza por la
respuesta lineal baja al aumento de la irradiacion de la luz, hasta llegar a una
capacidad méaxima de fotosintesis, esto quiere decir que las células son
dependientes de la luz para su desarrollo celular, las intensidades varias de

desde 10 a 200 pmol fotén m2 s (ABALDE, et al., 1995).

2.7.2.2. pH

la influencia del pH se da en la proporcion de las especies del
equilibrio quimico del CO,, de esta manera se puede alcalinizar o basificar el
medio, con la ayuda de algunos sustancia y compuestos que se encuentran en
algunos macronutrientes y micronutrientes. De esta manera se puede decir que
cada especie de microalga tiene un rango de pH 6ptimo, variando entre 7 — 9,

con un optimo de 8.2 — 8.7 (RICHMOND, 2004).

2.7.2.3. Oxigeno

Otro parametro importante es el oxigeno disuelto en el crecimiento
de las microalgas, debido que a altas concentraciones de oxigeno tienden a
inhibir la fijaciébn de carbono por parte del “Rubisco”. Esto se ve favorecida por
un déficit de CO2 y por la mayor radiacion y temperatura. La gran mayoria de las
especies de microalgas no pueden sobrevivir en condiciones saturados de
oxigeno mas de 2 a 4 horas. El nivel de saturacion “varia” de acuerdo al tipo de

especies, de manera que para algunas es el 120% de saturacion en el aire, otras
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bordean el 200%. Es por ello que, en los cultivos de alta densidad celular, la
produccién de fotosintesis de oxigeno tiende a alcanzar a un 40 mg/L, de
acuerdo a la luminosidad puede llegar a desarrollarse diversas radicales libres

de oxigeno (CANIZARES Y JACOME, 2007).

2.7.2.4. Temperatura

La temperatura es un factor para el crecimiento y desarrollo de las
microalgas, porque influye en los coeficientes de velocidad de las “reacciones
biosintéticas”. La relacidon entre velocidad y temperatura hace que el crecimiento
aumente de manera exponencial, hasta alcanzar la temperatura Optima. Por otro
lado, distintas variedades de microalgas son capaces de desarrollarse en un
rango amplio de temperatura, como el caso de la especie Chlorella sp, que puede
desarrollarse en un rango de 5 — 42 °C, de esta manera la gran mayoria
presentan un rango admitido de lo contrario de ven inhibidas. La existencia de la
fluctuacion amplia entre la temperatura maxima y minima, presenta la misma
importancia durante las horas del dia con una minima intensidad de luz y oxigeno

al medio (RICHMOND, 2004).

2.7.3. Medio de cultivos para microalgas

La clasificacién de las microalgas tanto autotroficas, heterétroficas y
mixotroficas. cabe recalcar que unos escases de nutrientes ocasionan en las
microalgas una “acumulacion” de lipidos en presencia de luz y CO2 disponible.
En la década de los 1950 empez0 el cultivo moderno de microalgas, utilizando
luz y agua de mar, para obtener mayores cantidades de biomasa y asi cultivar

distintas especies (CANIZARES Y JACOME, 2007).



20

Los cultivos fototroficos (fotoautdtrofos y mixotréficos) comprenden

las modalidades de nutricidén fotoautétrofas y mixotroficas, de manera que ambos
suministran luz como fuente de energia, estos cultivos fototrofos se realizan en
sistemas abiertos o cerrados como en el caos de los fotobiorreactores. Cultivos
heterotréficos (quimioheterotréficos y mixotroficos) son capaces de crecer
heterotréficamente en los sistemas de cultivos cerrados como los
fotobiorreactores teniendo grandes avances en la biotecnologia. También dentro
de los cultivos heterotréficas estan los cultivos mixotroficos donde la fuente de

carbono son el CO2 y luz (ABALDE Y HERRERA, 2004).

2.7.3.1. Carbono

Las microalgas en su mayoria utilizan el CO2 como fuente carbono
el que estan en la atmosfera, como también los iones bicarbonato (HCO3)
mediante la “enzima anhidratasa” aunque hay microalgas como la Chlorella sp,
gue aguantan hasta 400.000 ppmv y se hace generalmente en forma de

carbonato de sodio Na>COs (RODOLFI, 2009).

2.7.3.2. Nitrogeno

El nitrégeno es otro nutriente esencial para desarrollo de las
microalgas. Ya que pueden fijar el nitrdgeno del medio, en especial en la forma
de CH4N,O, NO3z", NO2 y NH4*. En una investigacion realizado por (XIN, 2010)
se demostré que el Scenedesmus se desarrolla de manera exponencial con
NH4*, seguida por la urea y por ultimo con nitrato, estos equilibrios de disociacion
dependen mucho de potencial de hidrogeniones y temperatura del medio, que

anulan el crecimiento de las microalgas (ABALDE et al., 1995).
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2.7.3.3. Fosforo

La cantidad necesario de fosforo es inferior que el nitrégeno, en
funcion a la biomasa obtenida. Distintos autores concluyeron que la captacion de
macro y micronutrientes mediadas por microalgas se ve en la relacion de N: P
dentro del medio de cultivo, por tal motivo existe mayor produccién y crecimiento
y toma de nutrientes. En caso de las Chlorella la relacion es de 8:1, por ende,

usa mas nitrégeno (ABALDE Y HERRERO, 2004).

2.8. Fotosintesis en algas

Se pueden distinguir dos tipos basicos al momento de caracterizar a
las algas las procariotas y las eucariotas los cuales se caracterizan por el
material genético de mismo. La diferencia se basa en que las primeras carecen
de organelos limitados por una membrana, excepto las cianobacterias, el resto
de las microalgas son eucariotas. Las microalgas eucariotas realizan la
fotosintesis en los cloroplastos, estos son un tipo especializado de plastidios que
estan reducidos por la envoltura conformada por dos membranas concéntricas
gue engloban una serie de vesiculas de tilacoides, de modo que se encuentran

las clorofilas (MASOJIDEK, KOBLIZEK Y TORZILLO, 2004).

2.9. Fotobiorreactor

Es un sistema cerrado herméticamente que busca la obtencién del
mayor crecimiento de las microalgas en cultivo, se caracteriza por permitir la
manipulacion y control del parametro de crecimiento y al mismo tiempo que

reduce el nivel de riesgo de contaminacion por las bacteria, hongos y perdidas
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de CO: por difusion. Pueden distribuirse como: impulsado agitado por aire o por

bomba, reactores de una sola “fase” (CHEN, et al., 2011).

2.9.1. Fotobiorreactores verticales columnares

Estan principalmente formado por tubos verticales, en su mayoria
por tubos de vidrio o polietileno, lo que sirve para aprovechar la penetraciéon de
luz natural con un didmetro de 5 y 50 cm donde se burbujea el aire desde la base
con un sistema de agitacion. El airlift y la columna de burbujeo son ejemplo de

ellos (GONZALEZ, MOLINUEVO Y GARCIA, 2010).

2.9.2. Fotobiorreactores tubulares horizontales

Estos fotobiorreactores ofrecen mucha ventaja en relacion a
sistemas abiertos, esto se debe la orientacion hacia el sol, resultado una alta
conversion de luz. La adaptacion de estos métodos para el enfriamiento de estos
sistemas, desde luego fue rociar con agua a temperaturas controladas y
amortiguar la temperatura de la alimentacién de recirculacion (CHEN, et al.,

2011).

2.10. Biotecnologia parala biorremocion de los metales pesados

Los métodos “convencionales” para la biorremocion de los metales
pesados de aguas contaminadas es la (precipitacion, coagulacion, intercambio
ionico). Por otra parte, estos métodos requieren muchas construcciones de
tanques de estaciones de bombas, gran cantidad de compuestos quimicos,
energia y personas capacitadas en el tema, es por ello que se basa en el

desarrollo, uso y regulacion de los “sistemas bioldgicos” para biorremediacion de



23
ambientes contaminados (agua, aire, suelo), para la mejora del medio ambiente.
A nivel nacional, la biotecnologia puede convertirte en un futuro en una opcion
viable en la utilizacion de manera natural, los microrganismos como métodos
alternativos para todo tipo de tratamientos a pequefa y gran escala de metales
pesados en los efluentes de residuos industriales y municipales, disminuyendo
asi el costo y aumentando la eficiencia de tratamiento (JUWARKAR Y MUDHOO,

2010).

2.10.1. Biorremocién de metales pesados mediante microalgas

Las descargas de aguas residuales, se encuentran principalmente a
elevadas concentraciones de carga organica, no obviando los desechos
inorganicos que son altamente téxicos como el plomo y cadmio, causante de
muchas sensibilizaciones de los seres vivos, esto se debe la problematica de la
acumulacion en la sangre, sistema nervios, piel, etc. La biorremocion de metales
mediante los sistemas biologicos, da a conocer muchas ventajas, porque
presentan muchas “adaptaciones” y ciertos mecanismos de tolerancia y
sensibilidad, que son responsables para que se lleven a cabo los procesos de
absorcién, adsorcién y sorcion. Los metales mas estudiados en este tipo de
pretratamiento son: Pb, Cd, Zn, Cu, Ag, y Cr, de los cuales, las microalgas de
Chlorella sp y Scenedesmus sp, mostraron una elevada nivel de capacidad de
remocién de los metales (KOJIMA Y LEE, 2001); del mismo modo también
sefialan que a comparacion a las bacterias y hongos, las microalgas son mas
eficientes en la remocién de los metales pesados esto se debe basicamente por

usar con microalgas vivas, asociadas a procesos metabolicos y la fotosintesis,
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del mismo modo menciona que las microalgas a grandes cantidades de metales

presentan una sensibilidad a dichos metales.

Cuadro 4. Principales microalgas con capacidad de acumular metales

Alga

Metal

Referencia

Chamydomonas Reinhardtii

Chlorella Salina

Chlorella Sorokiniana
Chlorella Vulgaris
Chlorella Miniata
Chorococcum Sp
Cycllotella Cryptica
Lyngbya Taylorii
Phaeodactylum
Tricornutum

Porphyridium Purpureum
Scenedesmus Quadricauda
Scenedesmus Subspicatus
Spirogyra Sp

Spirulina Sp

Spirulina Platensis

Stichococcus Bacillaris

Stigeodonium Teme

K, Mg, Ca, Fe, Sr,
Co, Cu, Mn, Ni, V,
Zn, As, Cd, Pb
Co, Zn, Mn
Ni
Cd, Pb, Cu, Ag
Cr (VI)

Cd, Pb, Cu
Al, Zn, Pb, Cu, Cd
Pb, Cd, Ni, Zn

Al, Zn, Pb, Cu, Cd

Al, Zn, Pb, Cu, Cd

Cd, Pb, Cu, Ag
Al, Zn, Pb, Cu, Cd
Cr, Pb
Cd
Cr

K, Mg, Ca, Fe, Sr,
Co, Cu, Mn, Ni, V,
Zn, As, Cd, Pb

Cd, Pb, Zn

Mahan et al., 1989

Garnham et al., 1992
Arhtar et al., 2004
Gin et al., 2002
Han et al., 2007
Gin et al., 2002
Schmitt et al., 2001
Klinmek et al., 2001
Schmitt et al., 2001; Zhou
et al., 1998
Schmitt et al., 2001
Gin et al., 2002
Schmitt et al., 2001
Gupta et al., 2001
Rangsayator et al., 2002
Li Z.Y. et al., 2006

Mahan C.A. et al., 1989

Pawlik - Skowronska B.,
2001

Fuente: GARNHAM Y GADD (1992).

El proceso donde las moléculas se concentran en una capa

interfacial se conoce como el proceso de adsorcion. Silas moléculas penetran al
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interior de la fase sélida, el proceso es conocido como absorcion. El termino
sorcion es usado con regularidad en los procesos de adsorcion y absorcion que
ocurren simultdneamente, ya que la adsorcién de uno o varias especies idnicas
es acompafiada por la desorcion. Se han demostrado mediante investigaciones
gue las microalgas tienen la capacidad de absorber metales de soluciones
acuosas, estas pueden estar metabllicamente activas o inactivas, libres o
inmovilizadas, esto varia segun las condiciones dadas. Las algas y microalgas
ofrecen muchas ventajas para la biorremocion de metales, debido que contienen
muchos sitios polifuncionales de unién para complejos metélicos en su

superficie, ya sea especies ionicas (DAVIS, VOLESKY Y MUCCI, 2003).

2.10.2. Mecanismo de acumulacidén de metales

CASTILLO Y ROLDAN (2005), los fitoquelatinas (FQ) y las
metalotioneinas (MT), que son péptidos de elevado contenido en grupo tiol
generados por las plantas y animales, en respuesta a una ingesta de metales
pesados, estas biomoléculas alcanzan fuertemente los iones metalicos con el
proposito de disminuir su toxicidad. También se argumentan que la capacidad
de acumular los metales pesados se debe a los fitoquelatinas, polimero de
glutation cuya sintesis se activa a exposicidon de los iones metalicos, estos
mismos intervienen en el confinamiento vacuolar de los metales, los complejos
FQ- metal se acumulan en las vacuolas. Por lo que la biorremocién de los
metales pesados en sistemas biolégicos se hace posible gracias a los cultivos
de microalgas, de modo que presentan diversos mecanismo de adaptaciones y

tolerancias, los cuales son responsables a que se lleve acabe los procesos de
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adsorcion, absorcion, desorcion y translocacion donde los metales se depositan

de manera simultanea en varios organelos celulares como se muestra.

Figura 5. Mecanismos de la translocacion y absorciéon de metales pesados en

microalgas

Fuente: PERALES et al. (2006).

2.10.3. Adsorcion

En la acumulacion de moléculas de soluto en la superficie de un
sélido. Se distingue entre la adsorcion fisica (fisisorcién), donde la especie
adsorbida mantiene su forma quimica original donde intervienen las atracciones
de tipo electrostatico y fuerzas de Van der Waals; y la adsorcion de tipo quimica
(Quimisorcion), en la que la especie adsorbida cambia de forma quimica como
consecuencia de su interaccion con el sélido. Este proceso se divide en tres
fases que incluyen transferencia de las moléculas del adsorbato (que se refiere

a la especie que van a ser adsorbidas contenidas en un solvente) a través de la
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capa que lo rodea el adsorbente (que nos hace entender a la fase solida capaz
de atraer el sorbato), difusiébn a través de los poros y la adsorcion de las

moléculas del adsorbato por la superficie activa (MARTINEZ et al., 2013).

2.10.4. Biosorcién una alternativa de solucién

(PINO, MESQUITA Y OREM, 2006), cuando los compuestos
guimicos solubles se encuentran presentes en ambientes acuosos interaccionan
con la parte biolégica de dos formas, se unen a la pared celular (proceso llamado
biosorcion) o puede acumularse en el interior de la célula (proceso llamada
bioacumulacion). Tales interacciones son estudiadas con la finalidad de
proponer una metodologia de remocidn, recuperacion y detoxificacion de radio

nucleotidos y metales pesados.
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Figura 6. Interacciones entre microorganismo y metal pesado

FUENTE: SOTO et al. (2010).
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El principio de la biosorcion describe el proceso de la remocion de

los metales pesados en aguas residuales de varias actividades empelando
microalgas. Este fendmeno es investigado para la remediacibn de aguas
contaminadas con metales pesados. Se denomina biosorbentes a la pared
celular de los microorganismos utilizados en el tratamiento que puede ser
biomasa viva 0 muerta; en el caso de la biomasa viva es aislada y cultivada y su
principal caracteristica es retener o inmovilizar lo iones metéalicos (sorbato) de
medios solidos o liquidos (agua) en intervalos de tiempo, la biomasa muerta se
da generalmente en procesos quimicos (MARTINEZ, TORRES Y GARCIA,

2013).

2.10.5. Parametro que afectan la bioadsorcion

El proceso de adsorcion se ve afectado por diferentes factores como
el pH, temperatura, naturaleza del adsorbente, tipo y concentracion del
adsorbato (HIDALGO Y MARTINEZ, 2004). Estos parametros son vitales para

gue se lleve a cabo de manera eficiente la adsorcion.

a) Influencia del pH

Los distintos metales en disolucion acuosa se encuentran en
diferentes especies quimicas en funcion del pH de la disolucién, siendo el
principio de la fuerte dependencia que existe entre el pH de la disolucion y la
posibilidad de extraccion del metal, ya que segun la especie quimica los
mecanismos de sorcion el valor de pH es de gran importancia en la retencion de
iones, de esta manera la sorcion de cationes se ve favorecida a pH mayores a 4

— 5 (CUIZANO Y NAVARRO, 2008).
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b) Naturaleza del adsorbato

Es un factor muy influyente en el equilibrio de adsorcion, existe una
regla general para saber el efecto de la polaridad del soluto sobre la adsorcion,
un soluto polar seré fuertemente adsorbido por un adsorbente polar, cuando este
en un disolvente no polar. Otro factor es la naturaleza del adsorbato en el caso
de los metales, en pocas palabras se basa en el radio atdbmico del metal, pues
se deduce que a mayor tamafio disminuye la afinidad por los ligandos de la pared

celular (VARANES et al., 2011).

c) Temperatura

La adsorcion es un proceso exotérmico y es generada de manera
espontanea si el adsorbente no se encuentra saturado con la sustancia toxica.
La cantidad de material acumulada depende del equilibrio dinamico que se
alcanza ente la tasa a la cual el material se adsorbe a la superficie, y la tasa que

se puede liberar (YANG et al., 2014).

d) Concentracion del metal

Para ver la efectividad de un material sorbente sé tiene que conocer
cual es la maxima cantidad del metal que puede adsorber. Los materiales
establecen diferentes equilibrios de extraccion cuanto se ponen en contacto con
Las distintas concentraciones del metal. Estos equilibrios dependen en la
mayoria de los casos de las condiciones experimentales y son diferentes para

cada temperatura, son equilibrios isotérmicos (HIDALGO Y MARTINEZ, 2004).
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e) Tiempo de contacto

En toda investigacién sobre bioadsorcién es necesario conocer el
tiempo de equilibrio entre el soluto el material. Es un tiempo necesario para poder
completar el proceso de adsorcion es determinante para desarrollar los demas
estudios y optimizar el proceso, ademas del interés que tiene en si mismo el

conocimiento de la cinética de proceso de eliminacion (CORDOVA, 2016).

2.10.6. Equilibrio del proceso de bioadsorcién

HIDALGO Y MARTINEZ (2004), la bioadsorcion es un proceso
complejo debido a que no todos los sitios de adsorcion son idénticos y a medida
gue esto avanza, la adsorcion de la fuerza se vera reducida, lo que involucra que
existe una interferencia en cada sitio de union durante la adsorcion. Este proceso
calcula la cantidad del metal adherida a la biomasa, por ende, es un parametro
importante en el analisis de cualquier sistema de adsorcion por su eficiencia que

se calcula mediante la siguiente ecuacion.

_ V(G—Ce)
QCapacidad de adsorciéon —

(1)

m
Donde:
ge: Capacidad de adsorcion (mg/g)
V: Volumen de la solucién donde se encuentra el contaminante (L)
Co: Concentracion inicial del metal (mg/L)
Ce: Concentracion del metal residual en equilibrio o final en fase liquida
(mg/L)

m: Masa del adsorbente (Q).



31

2.10.7. Modelo de Isoterma de freundlich

Es un modelo clasico para describir la adsorcion heterogénea, dado
gue es un modelo empirico con dos parametros manipulables que nos indica la

capacidad de “eliminacion finita” de sustancias toxicas (ROMERO et al., 2007).

e = kf Cel/n (2)
Donde:
ge = concentracion del soluto por unidad de peso de adsorbente(mg/g)
Ce = concentracion de soluto en equilibrio (mg/L)
Kt = constante de Freundlich (L/mg)
n= la constante de afinidad entre el adsorbato y el adsorbente

Este modelo de isoterma de Freundlich presenta una variacion

segun el valor de 1/n que se da de la siguiente manera.
Cuando 1/n =1 la isoterma es de tipo C
Cuando 1/n < 1 la isoterma es de tipo L
Cuando 1/n > 1 la isoterma es de tipo S

En consecuencia, cuando el valor de 1/n es menor que la unidad
indica que la adsorcion es normal. Por otra parte, si 1/n es mayor a la unidad
esto indica que la adsorcidn es cooperativa.

La magnitud de n en pocas palabras es un indicativo de la
favorabilidad y capacidad del sistema adsorbato/ adsorbente. En mayor parte de
los casos un valor entre a 1 < n < 10, esto son muestra que es una adsorcion
favorable.

Linealizacion que puede ser transformada en una ecuacion lineal tomando

logaritmos tal como se muestra en la siguiente ecuacion
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log(ge) = log(K;) + % log (C,) (3)

En la grafica de Log(ge) en funcion Log (Ce), se obtendrd la
linealizacion de la recta con su respectivo pendiente. Se usa en su forma lineal
para el andlisis de los datos experimentales, donde la ecuacién de la recta cuyo
coeficiente de correlacion méas proxima a uno. “En el sistema solido — liquido” es
importante recalcar que estos modelos de isotermo ajuste exitosamente los
datos de equilibrio de sorcion, no ratifica que el mecanismo de sorcién se da de
acuerdo con los principios fundamentales que sustentan el modelo. Es por ello
gue se toma en cuenta el origen del material adsorbente y el tiempo de retencidon

de ella.

2.11. Estudios realizados en eliminaciobn de metales pesados con

microalgas

VERANES et al. (2011), realizaron una investigacion con
Scenedesmus obliquus utilizandola con la finalidad de evaluar la aplicacién de la
microalga Scenedesmus obliquus en la precipitacion de cromo (Cr) de aguas
residuales cromicas sintéticas. La colecta de la microalga fue obtenida de la
coleccién del “Centro Nacional de Investigaciones Cientificas”, se inmoviliz6é en
espuma de poliuretano en un reactor de 150 L de capacidad y se trabajé con

concentraciones iniciales del metal de 20, 60 y 100 mg/L.



. MATERIALES Y METODOS

3.1. Descripcion del lugar de ejecucion

3.1.1. Ubicacién del lugar de ejecucion

El presente trabajo de investigacion de tesis se llevd acabo en las
instalaciones del laboratorio de Microbiologia general de la escuela profesional
de ingenieria ambiental de la facultad de Recursos Naturales Renovables de la
Universidad Nacional Agraria de la Selva, localizada entre las coordenadas UTM

390701 Este 8970221 Norte y una altura promedio 670 m.s.n.m.

3.1.2. Ubicacion geogréafica del lugar de muestreo

La obtencion de las muestras de microalgas del presente trabajo de
investigacion se llevd a cabo de la poza cristalina con una altitud de 665 msnm
con las coordenadas de 0390659 este; 8968697 Norte y de las desviaciones
estacionales del rio Huallaga con una altitud de 659 msnm con las coordenadas

de 0390766 este; 8968450 Norte, de la Provincia de Leoncio Prado - Huanuco.

3.1.3. Caracteristicas ambientales del lugar de muestreo

El clima en distrito de Rupa - Rupa de la provincia de Leoncio Prado

es muy variado con precipitaciones alcanzan los 3000 mm a 3400 mm al afio
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aproximadamente, la temperatura varia entre 19 °C - 38 °C, la humedad

promedio anual de 80%.

Los puntos de coleccion de muestras se realizaron a través de la
carretera central entre la ciudad de Tingo Maria- Huanuco en la poza cristalina a
2.18 km y las pozas de las desviaciones estacionales de Huallaga a 2.52 km
aproximadamente desde la puerta 1 de la Universidad Nacional Agraria de la

selva.

3.2. Materiales y equipos

En el presente trabajo se hizo uso de materiales de origen biologico
y quimico, de acuerdo a ello se usaron numerables equipos para determinar de
manera cuantitativa los resultados sobre la biorremocién de plomo mediadas por

microalgas.

3.2.1. Material biologico

El material de origen biologico se basa netamente en recoleccion de
poblaciones de microalgas entre las posiblemente se encontrarian:

Actinotaenium sp, Scenedesmus sp, Chlorella sp y la Spirogyra sp entre otros

3.2.2. Materiales quimicos

Sulfato de plomo (PbSOs4), Acido nitrico (HNOs), Nitrato de potasio
(KNO:s), Fosfato de sodio dodecahidrato dibasico (Na,HPO*12H,0), Cloruro de
calcio hexahidratado (CaCl>*6H-0), tricloruro de hierro (FeCls), Bicarbonato de

sodio (NaHCO:s).
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3.2.3. Equipos

pH-metro marca Oridbn Thermo Scientific, Multiparametro marca —
Hanna, ICP-OES marca - Horiba, Balanza analitica marca Ohaus 0/ 200g, Estufa
marca Thermo Scientific, Termémetro ambiental, marca Thermo Scientific,
Laptop, marca AZUS Core i7, Camara digital KODAK AF 3X éptica aspheric lens,

Centrifuga american, Microscopio Optico Leica, SEM (microscopio electrénico).

3.3. Metodologia

3.3.1. Montaje del fotobiorreactor de columna

El montaje de los fotobiorreactores fue disefiado incluyendo cuatro
soportes en la base de madera de 10 cm y dos soportes circulares que facilitan
el acoplamiento de los 5 tubos de 55 cm de largo y 4.3 cm de diametro dando
lugar a un volumen total del fotobiorreactor de 600 ml, con volumen de trabajo
de 570 mL, adaptados a un temporizador programado cada 18 horas de luz 'y 6
horas oscuridad (fotoperiodo 18/6) creando condiciones artificiales similares a
un ambiente natural, un sistema de electrificacion de la luz de 1,600 Lumen de
20 watts para la fotosintesis de las microalgas y tres sistema de aireacion con
bombas de oxigeno (AIR PUMP JUNIOR) con dos salidas de aire la que
proporcioné un caudal de 3,5L/min para el crecimiento y desarrollo de las
microalgas, mas un frascos de 300 mL con solucion saturada de NaCl como
filtros para la oxigenacion de los fotobiorreactores de columnas, de esta manera
se pudo adaptar para un funcionamiento 6ptimo del sistema tal como se muestra

en la figura 7.
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Figura 7. Disefio del fotobiorreactor para el crecimiento celular de las microalgas

3.3.2. Colecta de microalgas

La colecta de microalgas se realiz6 con matraces de 500 mi
esterilizados, varilla y en algunos casos se tomaron muestra de agua a una
profundidad menor a 20 cm de los puntos de muestreo de la poza de cristalina 'y
las pozas formadas por la desviacion estacional del rio Huallaga para ser

trasladada con una nevera portatil al Laboratorio de Microbiologia general.

3.3.3. Aislamiento y adaptacion de las microalgas
Luego de la colecta de diferentes tipos de microalgas se procedio
con el aislamiento y adaptar en los cinco fotobiorreactores previamente
esterilizados (MOLINA, 2003).
- Enriguecimiento: consistié en condicionar cultivos que favorezcan

netamente a las microalgas, para este trabajo de investigacion se
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inoculo la muestra en el medio de cultivo de Allen — Nelson de
acuerdo al cuadro 5.

Aislamiento: La obtencién de alicuotas de microalgas se realiz6
mediante frascos de 50 mL para su posterior centrifugacion para
luego separar el sobrenadante que fue desechado y obtener el
sedimento puro de alicuotas de microalgas

Adaptacion: luego del aislamiento de cepas y biomasa de
microalgas, se realizé la adaptacion en cinco fotobiorreactores de
columnas con los nutrientes adecuados y controlando los
parametros fisicoquimicos adecuados (luz, OD, pH, T°) durante 15

dias.

Cuadro 5. Medio de cultivo de ALLEN — NELSON modificada

Solucidon Reactivos Cantidad
KNO3 20 g
H20 100 mL
NazHPO + 12H,0 49
CaCL2+6H20 49
FeCls 29
NaHCO3 0.005¢
NaCl 0.1¢
H20 80 mL

Fuente: ALLEN — NELSON (1910)

Para la preparaciéon del medio de cultivo se agregé 2 mL de la

solucion A, 1 mL de la solucion B en matraz de 1 L de agua destilada lo cual fue
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llevado a bafio maria por un tiempo de 20 minutos a una temperatura de 70°C,
luego se le agregara vitaminas (1 capsula de complejo B), generando

condiciones adecuadas.

3.3.4. Concentraciones de plomo en el medio acuoso

Las soluciones de plomo de concentraciones: 10, 50, 100, 200 mg/L,
se prepararon a partir de una solucion estandar de 200 mg/L de plomo, teniendo
en cuenta la ecuacion de dilucion siguiente.

CixV1i=Cox V> 4)
Donde:
C1 = Concentracion madre de sulfato de plomo
V1= volumen de la concentracion requerida
C. = concentracion de plomo dada

V2 = volumen estandar

En la preparacion de la solucién estandar de plomo, se tuvo en consideracion la

ecuacion y férmulas siguientes.

PbSO, » SO42 +Pb*2 (5)
. __ pesode la sustancia(g) 6
[mg/L(SuStanCla)] "~ volumende la solucion(ml) x 10 (6)
Wsustancia buscada = % X Wpp (7)

Luego de este proceso se depositaron las muestras de microalgas

purificadas con agua destilada en los fotobiorreactores junto al medio de cultivo
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por espacio de 15 dias que fueron usadas como algas eficientes para la
biorremocion del metal plomo, teniendo en cuenta el pH, la intensidad de Luz y

el oxigeno disuelto (OD).

Por otra parte, la preparacion del volumen de trabajo de los cinco
fotobiorreactores se determind a partir de la siguiente férmula.
Vt = Vcontaminante + Vinoculo/biomasa + Vnutriente (8)
Donde:
Veontaminante = VOlumen del contaminante a diferentes concentraciones
Vinoculombiomasa = Volumen de la cepa/ biomasa de microalgas

Vhutriente = VOlumen de nutrientes (medio de cultivo)

3.3.5. Resistencia de las microalgas al metal plomo

Para la determinacion del nivel de resistencia de las microalgas
frente a diferentes concentraciones de plomo, se evalud el crecimiento y el grado
de tolerancia en funcion al tiempo de exposicion, donde se realizaron mediante
la combinacién de 20 mL de in6culo de cepas de microalgas y 4 g de masa
humedad de Spirogyra sp aisladas de la poza cristalina y de las desviaciones
estacionales de rio Huallaga con las concentraciones de 10, 50, 100, 200 mg/L
de plomo a partir de PbSO4 mas 50 mL de medio de cultivo. Donde la unidad
experimental es representada por 5 fotobiorreactores de 570 mL de trabajo total,
se incubaron a 28° C e y fotoperiodo de (18/6h) de luz blanca los cuales se

midieron el crecimiento celular cada 3 dias durante 15 dias de evaluacion.
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a) Crecimiento de biomasa de la Spyrogira sp

El procedimiento del incremento de la biomasa (masa viva de la
Spirogyra sp sobre el volumen de la solucién), esto se realiz6 mediante el uso
de la balanza analitica de 200 g de capacidad, pesando la masa humeda inicial

y el peso de la masa final.

En primer lugar, se peso 4 g de Spirogyra sp antes del tratamiento por
separado para los 5 tratamientos que fueron recolectada y adaptada
en el laboratorio previamente purificada con agua destilada.

— En segundo lugar, se peso la masa viva después del tratamiento,
luego de la exposicion al metal durante un tiempo de 15 dias de
evaluacion.

— En tercer lugar, se evalu6 el grado de tolerancia a diferentes
concentraciones de plomo.

— Al final se determiné el incremento de la biomasa en gramos por litro.

b) Crecimiento celular de las microalgas

Para la evaluacion del crecimiento celular de las microalgas se basé
principalmente en la cantidad de concentracion de plomo y el tiempo de
exposicion, realizados durante 15 dias de evaluacion, mediante el recuento de
la cdmara de Newbauer con una magnificacion inicial de 10 se tomé una gota de
agua que equivale a 1mL de cada tratamiento del fotobiorreactor, se contaron en
4 campos en la cdmara, a la sumatoria de los campos se multiplicara por 16 (total
de campos) y se multiplicara por 10000 por ser el factor de conversién como se

muerta en la ecuacion (9).
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crecimiento % = 2eamposX 16x 10000 9)

El procedimiento para el recuento de la densidad celular de las
microalgas mediante la camara de Neubauer, donde se muestra en la (figuras
8), donde se retir6 un mililitro de alicuota de microalga para ser lleva al cAmara

y luego cubrirlo con la porta objeto.

Figura 8. Montaje del cubre objeto en la camara de recuento de Newbauer

Luego de tres minutos de espera para que las densidades celulares
de las microalgas se posen en el fondo de la camara, para que las células que
estan sobre o cerca de las lineas de limitacion de cada cuadradito no se cuenten
dos veces 0 no se cuenten, es por ello que se tuvo que tenerse al criterio de
contar unicamente las células apoyadas sobre las lineas izquierda y superior; o
contar solo las células apoyadas sobre las lineas derecha e inferior, asi como se

muestra en la figura 9.
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Figura 9. Contabilizaciéon de los crecimientos celulares utilizando los cuadros

3.3.6. Nivel de biorremocion mediante porcentaje de eficiencia,

capacidad de adsorcion plomo de soluciones acuosas

Los analisis de biorremocion se llevo a cabo del medio acuso por
separado de los cinco fotobiorreactores de columnas de acuerdo a la
concentracion inicial y final del metal plomo de las tres repeticiones realizadas.

a) Lectura de la concentracion final de plomo mediante la
Espectrofotometro de emisién Optica de plasma acoplado
inductivamente (ICP-OES)

El procedimiento de basa netamente en que un plasma de
radiofrecuencia acoplado inductivamente (ICP) genera los correspondientes
espectros de lineas de emision atdmicas. Los haces de luz son dispersados por

un espectrémetro de red de difraccidén y los detectores se encargan de medir las
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intensidades de las lineas. Las sefiales originadas en los detectores se procesan
y controlan mediante un sistema informatico (GADD, 1993).

Para el presente trabajo de investigacion se hizo uso del equipo de
ICP — OES para el andlisis de la muestra liquida de los 5 tratamientos para ver
el porcentaje de absorcion de plomo por parte de las microalgas.

b) Metodologia de la digestién de la muestra

El extracto resulto de la digestion liquida de la muestra, método
propuesto por (GARCIA 1985).

En primera instancia se afiadié 10 mL de acido nitrico al 100% de
pureza en 25 mL de muestra liquida para un posterior lavado de la muestra. Este
proceso se repetira 15 veces para los 5 tratamientos de cada columna tal como

se muestra a continuacion.

—  Se retiraron 25 ml muestras liquidas de cada tratamiento mas 10 mL
de acido nitrico (rotulados matraces de 25 mL esterilizados) seran

llevadas a dos hornillas en un tiempo de 4 a 5 horas

— Se dejo enfriar las muestras y después se colocaron en fiolas

debidamente rotulados y enrasados con agua destilada a 25 mL.

—  Luego se procedio a leer la lectura en el ICP

c) Eficiencia de biorremocién

La eficiencia se obtuvo a partir de las concentraciones iniciales y
finales de plomo, donde las mediciones de las lecturas de plomo se llevaron a
cabo con la ayuda del espectrofotdmetro de emision éptica de plasma acoplado

inductivamente (ICP-OES) del laboratorio de investigacion central de la UNAS,
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para luego determinar la eficiencia de remocion mediadas por las microalgas tal
como se muestra en la siguiente ecuacion.

% de biorremocion = % x 100 (7)

l

Donde:

Ci= concentracion inicial de la muestra de Plomo
Ct= concentracion final de la muestra de Plomo
d) Capacidad o equilibrio del proceso de bioadsorcion

Se evalud el comportamiento de la bioadsorcion en funcion del
tiempo de contacto del metal a la biomasa de microalgal con la solucion hasta
encontrar el tiempo de equilibrio del proceso, este proceso se llevo acabo en
fotobiorreactores de columnas de manera cerrada. El procedimiento consistio en
evaluar la biomasa de las microalga vivas que actian como biosorbente en una
solucion de 570 ml de volumen de trabajo con las concentraciones iniciales de
plomo de (10, 50, 100, 150, 200 mg/L) en un tiempo de 15 dias hasta encontrar
la capacidad maxima de adsorcion mediante la observacion del microscopio

electronico de barrido (SEM), tal como se como se muestra en la ecuacion (1).
e) Modelo de Isoterma de Freundlich

El procedimiento se basa principalmente en linealizar el modelo de
isoterma de Freundlich como se muestra en la ecuacion (3), de modo que se

puedo hallar la capacidad maxima de adsorcion en un tiempo dado, ademas se
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pudo predecir la constante que indican la afinidad al metal por los sitios activos

de biosorbente de la biomasa viva.

3.3.7. Identificar el género de microalgas removedoras de Plomo

Se prepar6é las muestras de microalgas para observarlas al
microscopio 6Optico en diferentes concentraciones. El estudio en vivo de la
muestra de microalgas se desarroll6 durante las tres repeticiones sin y con
tratamiento, realizada en el presente trabajo de investigacion obteniendo las

muestras de cada fotobiorreactor de columna.

Preparacion humeda: para observar las microalgas se puso una gota
del liquido que los contiene (volumen de trabajo) sobre los portaobjetos, y se
manipulo el cubreobjetos con cuidado para no dejar formarse las burbujas de
aire y asi poder observar el tamafio, movimiento y estabilidad de las microalgas
presentes en el medio acuoso; esto permitio una observacion minuciosa de las
estructuras de las células de algas que por comparacion en los claves

taxonomicos se lleg6 a identificar el género de la microalga.

a) Listade claves taxonomicas (Género)

Las claves de clasificacion taxonémica se llevaron a cabo segun
BICUDO y MENEZES (2006) para microalgas, donde se hizo un registro
fotografico de las muestras para posteriormente usar las claves taxonémicas o

dicotémicas.

3.4. Variables experimentales

3.4.2. Variables dependientes
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Nivel de eficiencia de biorremocion de plomo (%)

3.4.3. Variables independientes

Concentracion de Plomo (mg/L)
3.4.4. Variables de control

- pH

Temperatura

Oxigeno disuelto (OD)

Intensidad de la luz

3.5. Disefio experimental

Los tratamientos y las réplicas se asignan al azar a las unidades
experimentales. Se obtuvo wun disefilo experimental de diferentes
concentraciones de contaminante de plomo (10, 50, 100, 200mg/L), por un

tiempo de 15 dias calendarios como se muestra en la (figura 10).

€1 [ > [cBrPb

c2 [ > [coree

cs [ > [|cerev

ca > |comee

Figura 10. Disefio estadistico



Donde:
IB: Inoculo/ biomasa de las microalgas

C1, C2, C3, C4: Concentraciones de plomo (10, 50, 100, 200mg/L)
CBRPb: Capacidad de biorremocion de plomo.

La descripcion de los tratamientos se muestran en el (cuadro 6),

donde indica la cantidas de repeticiones en funcion a las concentraciones

Cuadro 6. Descripcion de los tratamientos

a7

Tratamientos Contaminante (mg/L) Repeticiones
To Control 3
T1 10 3
T 50 3
T3 100 3
Ts 200 3

3.5. Ajuste estadistico

3.5.1. Analisis de variable

En el presente trabajo de investigacion se utilizd el disefio

completamente al azar (DCA) que exige unidades experimentales homogéneas.

Para el ajuste estadistico se realizd6 un ANOVA Multifactorial con 4 tratamientos

y 3 repeticiones, evaluados en un tiempo de 15 dias, utilizando el programa de

infostat en espafiol para determinar el andlisis estadistico con el nivel

significancia de 5% (GARCIA y PORRAS, 1998).

de
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Cuadro 7. Analisis de varianza (ANOVA)

Fuentes de
GL SC CM Fe F:
variacion
Tratamiento t-1 ST-e SCtalGlya CMua/lCMe Fc> Fr
Error t(r-l) SCT - SCtra SCerror/Glerror
Total tr-1

3.5.2. Prueba de Tukey

Para el contraste de las medias se utilizé la prueba estadistica Tukey
al 5% de error a fin de determinar la similitud entre los tratamientos si diferencias

significativas, para un nivel de significacion 5%.
3.5.3. Coeficiente de Variabilidad

El coeficiente de variacion es basicamente medio la relacion entre la
desviacion tipica de la muestra y su media y los datos que se expresa en

porcentaje en la cual se comparara el respectivo valor y la desviacion estandar.

S
CV = —x100

X

A continuacion, se muestra los grados de variabilidad de los datos
segun el coeficiente de variabilidad, menos de 10% variabilidad baja, 10% a 30%

variabilidad moderada, mas del 30% la variabilidad alta (CASTILLO, 2008).



V. RESULTADOS

4.1. Resistenciadelas microalgas frente adiferentes concentraciones de

Plomo
4.1.1. Resistencia de Scenedesmus sp a diferentes concentraciones

de plomo

La figura 11 nos muestra el grado de resistencia de Scenedesmus
sp a diferentes concentraciones de plomo (control, 10, 50, 100, 200 mg/L), en un
tiempo determinado de 15 dias, donde se observa que la resistencia maxima se
llevé acabo en el T3 del décimo dia, para ello realizo la preparacion del volumen
de trabajo del fotobiorreactor de columna a 570 ml, evaluandose los recuentos

de crecimiento celular con la camara de Newbauer.

SHLTED Variable

/‘__ —%— 3dias
T — B - Gdias
400000 . T - - Odias
/ R —& - 12 dias
:E- S T4 |- 15dias
350000 & -
%: // \\\
Q 7
= 300000 Re .
= r
3 s N .
Lo) //.- / L g -
2 250000 -
-
7] -
< Al
'S 200000
7]
B
L%
150000
100000
TO T1 T2 T3 T4

Tratamiento

Figura 11. Scenedesmus sp en funcion al tiempo de exposicion del plomo



El cuadro 8, nos muestra el andlisis de varianza para los promedios
del crecimiento celular de Scenedesmus sp registrados luego de 15 dias, donde
nos muestra que el andlisis es altamente significativo con un valor de p-valor de
0.0002.

Cuadro 8. ANOVA de la resistencia de Scenedesmus sp

F.V. o] SC CM F p-valor
Concentracion 4 8.37E*0  2.09E*1° 9.2 0.0002

Error 20 4,55E10  2.28E*09

Total 24 1.29*!

CV (coeficiente de variacion) = 19.11 %

De modo que existe significancia entre las concentraciones de
plomo, se determiné mediante la prueba de tukey la influencia en la resistencia
y crecimiento de la Scenedesmus sp, donde se observa que los resultados

fueron heterogéneos, tal como se muestra en el cuadro 9y figura 12.

Cuadro 9. HSD Prueba de tukey para la resistencia de Scenedesmus sp

Plomo (mg/L) Medias n Error estandar  Subconjuntos
0 149333.4 5 19955.43 A
10 234666.6 5 19955.43 AB
50 256000.2 5 19955.43 B
100 320000.2 5 19955.43 B
200 288000.2 5 19955.43 B

DMS (diferencia minima significativa) = 90279.46818, Alfa = 0.05
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Figura 12. Resistencia de Scenedesmus sp durante los 15 dias de evaluacion

4.1.2. Resistenciade la Chlorella sp a diferentes concentraciones de

plomo

La figura 13 nos muestra la resistencia de la Chlorella sp a diferentes
concentraciones de plomo (control, 10, 50, 100, 200mg/L) en un tiempo de
evaluacion de 15 dias, donde indica que existe crecimiento celular optima hasta
el tratamiento 3, del décimo dia de evaluacion y posterior a ello presenta un
decaimiento celular. Esta evaluacion se llevé gracias a la preparacion del
volumen de trabajo a los cinco fotobiorreactores de columnas un volumen de
570ml, conteniendo los siguientes: 50ml de medio de cultivo, 20 ml de cepa/
biomasa y la diferencia se enrasaba con agua destilada hasta obtener el volumen
de trabajo optimo, de microalgas, evaluandose los recuentos de crecimiento

celular con la caAmara de Newbauer
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Figura 13. Chlorella sp en funcion al tiempo de exposicion del plomo

T4

Wariable
—8— 3Dlas
—B— 5 Dia
-4 - 50h
—& - 17 Dias
—#-- 15 Dias

52

El cuadro 10, nos muestra el analisis de varianza para los promedios

de la resistencia y/o crecimiento celular de Chlorella sp registrados luego de 15

dias, donde nos muestra que el analisis es altamente significativo con un valor

de p-valor de <0.0001.

Cuadro 10. ANOVA de la resistencia de Chlorella sp

F.V. gl sC CM

F

p-valor

Concentracion 4 4.2962E*11  1.0741E*11
Error 20 8.6471E*10 4323547378

Total 24 5.16E*1!

24.84

<0.0001

CV (coeficiente de variacion) = 8.61 %
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Con la prueba de tukey se determiné que la influencia del plomo en

la resistencia y/o crecimiento de la Chlorella sp a distintas concentraciones fue

heterogénea, tal como se muestra en el cuadro 11 y figura 12.

Cuadro 11. HSD Prueba de tukey para la resistencia de Chlorella sp

Plomo (mg/L) Medias n Error estandar ~ Subconjuntos
0 597333.4 5 19955.43 A
10 640000 5 19955.43 A
50 768000 5 19955.43 B
100 938666.4 5 19955.43 B
200 874666.8 5 19955.43 BC

DMS (diferencia minima significativa) =124441.74, Alfa=0.05

10435827

8696521

6957214

521791

Crecimiento (celimL)

3478619

1739309

B
BC
IE
Ta
T T 1
100 200

10 50
Concentracidn de Pb (ma/L)

Figura 14. Resistencia de Chlorella sp en los 15 dias de evaluacién



4.1.3. Resistencia de la Spirogyra sp a diferentes concentraciones
de plomo

Para determinar la resistencia de la Spirogyra sp a diferentes
concentraciones de plomo (control, 10, 50, 100, 200 mg/L), en primer lugar, se
preparo el volumen de los cinco fotobiorreactores de 570 ml de trabajo con 50m|
de medio de cultivo y 20 ml de cepa/ biomasa de microalgas, evaluandose
mediante los pesos en un tiempo de 15 dias de avaluacion.

Para la cuantificacion del incremento de biomasa de la Spirogyra sp,
se realiz6 mediante pesos humedos (Whi y Whe) y el volumen del sistema por
cada tratamiento tal como se muestra en la figura 15, donde indica que el
incremento de la biomasa se llevo hasta el tratamiento 3 con una biomasa de

7.863 g/L, en el tratamiento 4 se puede apreciar un breve decaimiento debido al
estrés del metal.

8.0

7.5

7.0

al
in

Biomasa (g/L)
]
=

T
5.0

4.5
TO Ti T2 T3 T4
Tratamiento

Figura 15. Spirogyra sp en funcién al tiempo de exposicién del plomo
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El cuadro 12 nos muestra el andlisis de varianza para los promedios

de la resistencia y crecimiento celular de Spirogyra sp registrados luego de 15

dias, se puede observar que el andlisis fue altamente significativo con un valor

de p-valor de < 0.0001.

Cuadro 12. ANOVA de la resistencia de Spirogyra sp

F.V. gl SC CM F p-valor
Concentracion 4 15.84 3.96 102.92 <0.0001

Error 10 0.38 0.04

Total 14 16.22

CV (Coeficiente de variacion) = 6.16 %

De modo a la existencia de significancia estadistica entre

tratamientos, se pudo determinar con la prueba de tukey la influencia del plomo

con respecto a la resistencia y el incremento de biomasa de la Spirogyra sp fue

heterogénea a distintas concentraciones (0, 10, 50, 100, 200 mg/L) de plomo, tal

como se muestra en el cuadro 13y figura 16.

Cuadro 13. HSD Prueba de tukey para la resistencia de Spirogyra sp

Plomo (mg/L) Medias n Error estandar Subconjuntos
0 4.68 3 0.11 A
10 5.79 3 0.11 B
50 6.31 3 0.11 BC
100 7.86 3 0.11 D
200 6.38 3 0.11 C

DMS (diferencia minima significativa) = 0.52702  Alfa=0.05
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Figura 16. Resistencia de la Spirogyra sp en los 15 dias de evaluacion

4.2. Nivel de biorremocion mediante porcentaje de eficiencia, capacidad

de adsorcion de plomo en soluciones acuosas

4.2.1. Determinacion de la concentracion de plomo después del

tratamiento

Los resultados obtenidos con el ICP-OES de las concentraciones
finales plomo de la muestra liquida del tratamiento se muestran en la figura 17,
donde se pueden observar que las concentraciones finales aumentan en
proporcion a las concentraciones afiadidas a cada tratamiento.

Estos resultados de la concentracion final de plomo del medio
acuoso nos indican que las microalas son capaces de biorremover el plomo a un

tiempo y concentracion determinada.
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Figura 17. Concentraciones finales plomo después del tratamiento

El analisis de varianza muestra que existe diferencia significativa
entre los tratamientos respecto a la remocion de plomo mediadas por microalgas
registrados luego de 5 dias como se muestra en el cuadro 14, se obtuvo que el

analisis fue altamente significativo con un valor de p-valor de < 0.0001.

Cuadro 14. ANOVA de las concentraciones finales de plomo del dia 5

F.V. gl SC CM F p-valor
Tratamiento 3 388.77 129.59 50.85 <0.0001

Error 8 20.39 2.55

Total 11 409.16

CV (Coeficiente de variacién) = 19.89 %

De acuerdo a la existencia de la significancia estadistica entre

tratamientos del dia 5, se determiné por la prueba de tukey que la influencia de
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las concentraciones de plomo sobre la eficacia de biorremocion mediados por

microalgas fue heterogénea cuadro 15 y figura 18.

Cuadro 15. Prueba de tukey para las concentraciones finales de plomo del dia 5

Pb (mg/L) Medias n  Error estandar subconjuntos
T1 1.15 3 0.92 A
T2 5.19 3 0.92 AB
T3 9.2 3 0.92 B
T4 16.57 3 0.92 C
DMS (diferencia minima significativa) = 4.17 Alfa = 0.05
18.001
C

15,83

12671

9,501 B

6.33+

Concentraign de Pb {ma/l)

3177

0.00

a;\
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T1

T2

Tratamiento

T4

Figura 18. Grafica de la concentracion final de plomo del dia 5

El analisis de varianza demuestra que existe diferencia significativa

entre los tratamientos respecto a la remocién de plomo mediadas por microalgas
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registrados luego de 10 dias como se muestra en el cuadro 16, nos muestra que

el andlisis es altamente significativo con un valor de p-valor de < 0.0001.

Cuadro 16. ANOVA de las concentraciones finales de plomo del dia 10

F.V. gl SC CM F p-valor
Tratamiento 3 259.93 86.64 53.62 <0.0001

Error 8 1293 1.62

Total 11 272.86

CV (coeficiente de variacion) = 22.7 %

De acuerdo a la existencia de la significancia estadistica entre
tratamientos del dia 10, se determiné por la prueba de tukey que la influencia de
las concentraciones de plomo sobre la eficacia de biorremocion mediados por

microalgas fue heterogénea cuadro 17 y figura 19.

Cuadro 17. Prueba de tukey para las concentraciones finales de plomo del dia

10
Tratamiento Medias n Error estandar Subconjuntos
T1 0.85 3 0.73 A
T2 3.11 3 0.73 AB
T3 5.27 3 0.73 B
T4 13.2 3 0.73 C

DMS (diferencia minima significativa) = 3.32  Alfa = 0.05
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Figura 19. Grafica de la concentracion final de plomo del dia 10

El analisis de varianza demuestra que existe diferencia significativa
entre los tratamientos respecto a la remocion de plomo mediadas por microalgas
registrados luego de 15 dias como se muestra en el cuadro 18, nos muestra que
el andlisis es altamente significativo con un valor de p-valor de < 0.0001.

Cuadro 18. ANOVA de las concentraciones finales del dia 15

F.V. gl SC CM F p-valor
Tratamiento 3 334.47 111.49 44.7 <0.0001
Error 8 19.95 2.49
Total 11 354.42

CV (coeficiente de variacion) = 22.97 %
De acuerdo a la existencia de la significancia estadistica entre

tratamientos del dia 15, se determiné por la prueba de tukey que la influencia de
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las concentraciones de plomo sobre la eficacia de biorremocion mediados por

microalgas fue heterogénea cuadro 19 y figura 20.

Cuadro 19. Prueba de tukey para las concentraciones finales de plomo al dia 15

Tratamiento Medias n Error estandar subconjunto
T1 1.11 3 0.91 A
T2 4.01 3 0.91 AB
T3 7.17 3 0.91 B
T4 5.23 3 0.91 C

DMS (diferencia minima significativa) = 4.13 Alfa = 0.05
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Figura 20. Grafica de la concentracion final de plomo del dia 15
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4.2.2. Eficiencia de biorremocién plomo

Los valores obtenidos de la eficiencia de biorremocion de plomo
mediados por las microalgas en un tiempo de avaluacion de 15 dias, donde se
obtuvieron mayor eficiencia en el tratamiento Tz y T4 con concentracion de 100
mg/L y 200 mg/L, seguidas de menor eficiencia que se dieron en los tratamientos
de T1y T2con concentraciones de 10 mg/L y 50 mg/L del medio acuoso.

En la figura 21 se muestra que el porcentaje de biorremocion de
plomo supera el 80% que fue planteado en la hip6tesis por lo que indica que las

microalgas son eficientes en remover el plomo en el medio acuoso.
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Figura 21. Eficiencia de biorremocién de plomo evaluada hasta el dia 15
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En la figura 22 nos muestra que la eficiencia maxima alcanzada se

da en el décimo dia, esto nos indica que la capacidad de adaptacién y remocién
de las microalgas se dio en el tratamiento tres con una concentracion de plomo
de 100mg/L a comparacién del tratamiento cuatro que decae la eficiencia donde

existe un decaimiento.

93.40% 91.52%

94.72% 93.77%

MT]l WT2 WT3 T4

Figura 22. Eficiencia Maxima de biorremocion de plomo en el dia 10
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4.2.3. Capacidad o equilibrio del proceso de bioadsorcion
Teniendo en cuenta la ecuacion de equilibrio se graficd el modelo de

bioadsorcion de plomo como se muestra en la figura 23.
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q (mg/g)

4.00

2.00
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0.00
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00

-2.00 CegmalL)
Figura 23. Bioadsorcion de plomo en equilibrio mediada por la biomasa

En el resultado de la figura 24, se evaluo la capacidad de adsorcion
de plomo mediadas por la biomasa, puesta en contacto con el medio acuoso
durante un tiempo de 15 dias, tal como se muestra en el anexo (figura 46) donde

se muestra que la capacidad de adsorcién de plomo aumenta respecto a la

concentracion y el tiempo.



65

16.00

14.00 y =0.0378x - 0.9698
R2=0.9424

12.00

10.00

8.00

q (mg/g)

6.00
4.00

2.00
°

0.00
0 50 100 150 200 250 300 350 400

Tiempgg(h)

-2.00

Figura 24. Modelo de equilibrio en funcion al tiempo de exposicion

4.2.3. Modelo de Isoterma de Freundlich para plomo

El resultado obtenido de la linealizacion de Freundlich, donde se
aplicé para el analisis de los datos experimentales de equilibrio.

En la figura 25 nos muestra que este modelo presento un coeficiente
de correlacion R? = 0.9978, Esto nos indica que el mecanismo de bioadsorcion
de plomo usando la biomasa viva de microalgas se ajusta en un 99.78% al
modelo de Freundlich. Los parametros del modelo de Freundlich relacionado con
la capacidad de adsorcion de la biomasa de microalga (Kr) y la intensidad de la

adsorcioén (n) obtenidas de la ecuacién de la recta.
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Figura 25. Isoterma de Freundlich linealizada para la adsorcién de plomo

4.3. Genero de microalgas que remueven el plomo

Se identificaron géneros de microalgas antes y después del
tratamiento usando la clave dicotdmica o taxondémica de las diferentes
microalgas, las diatomeas no fueron identificadas por clave taxonémica ya que
su abundancia relativa en el consorcio fue minima, las microalgas en consorcio
identificados el 84% fueron pertenecientes a la chorophyta y el resto
pertenecientes a la diatomeas que en su mayoria también aportan como
fotosintetisadoras (Scenedesmus sp, Chlorella sp) y Spirogyra sp) tal como se

muestra en el cuadro 20.



Cuadro 20. Identificacién de 3 morfotipos de microalgas antes del tratamiento
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A

Genero
Lacunastrum sp
Vista al microscopio optico a un

aumento de 40X

Genero
Navicula sp
Vista al microscopio optico a un

aumento de 40X

Genero
Actinotaenium sp
Vista al microscopio optico a un

aumento de 40X
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Se identificaron los géneros de microlgas capaces de remover el

plomo del medio acuoso tal como se muestra en el cuadro 21.

Cuadro 21. Identificacion de 3 morfotipos de microalgas después del tratamiento

a diferentes segun la clave taxondmica

Genero
Scenedesmus sp
Vista al microscopio optico a un

aumento de 40X

Genero
Spirogyra sp
Vista al microscopio optico a un

aumento de 40X

Genero
= Chlorella sp
Vista al microscopio optico a un
£ aumento de 40X




V. DISCUSION

5.1. Resistencia de las microalgas a diferentes concentraciones de plomo

de solucién acuosa

Segun los ensayos realizados por CHULLE Y VILLALOBOS (2016)
demostraron que las resistencias de las microalgas se basaban principalmente
en el tiempo de exposicion a las concentraciones de Hg y Pb se observo que a
las concentraciones bajas menores a 20 mg/L, no tuvo un efecto estimulatorio
en el crecimiento celular de esta manera mostrandose la tolerancia de
Scenedesmus acutus frente a dichos metales; esto se puede ratificar con las
especies encontradas en el presente trabajo como Scenedesmus sp, chlorella 'y
Sp Spirogyra sp, resistiendo a concentracion de 100 mg/L de plomo en un tiempo
de evaluacion de 15 dias, es decir superiores a ello existen efectos estimulatoria
en el crecimiento celular, llegando a la toxicidad de las microalgas.

Por otro lado, el efecto del plomo a otras concentraciones (30, 60,
90 mg/L) evaluados en dicha investigacion, de modo que resulto ser toxica para
el alga, observandose la disminucién del crecimiento celular, esta toxicidad
puede ser causada por el efecto inhibitorio del plomo sobre la fotosintesis,
respiracion, sintesis enzimatica, proteinas y acidos nucleicos. Segun los reportes
mencionados se puede deducir que la inhibicion del crecimiento depende de la
dosis a la que estan expuestas las microalgas tal como se demostré en la

presente investigacion.
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PERALES et al.,, (2006) realizaron estudios preliminares donde
indican que el metal plomo superiores a 300mg/L puede producir efectos
desfavorables de manera dependiente al tiempo, en el crecimiento y cultivos de
Scenedesmus obliquus que contienen ciertos metabolitos primarios. Asi mismo
se puede ratificar que en los resultados obtenidos de esta investigacion, el
ndamero de células (Scenedesmus sp, Chlorella sp) disminuyeron notoriamente
en el cuarto tratamiento (200 mg/L) a 15 dias de evaluacion, es posible que este
sintoma de fitotoxicidad del plomo se lleve a cabo gracias al proceso que refleja
el metabolismo de las células; del mismo modo que la acumulacién intracelular
estan béasicamente relacionados a los cambios metabdlicos que sufren
internamente a medida que la concentracion del metal se incremente algunos de
los cuales contribuyen directamente a la capacidad de resistencia de esta a los
metales pesados existentes en el medio acuoso.

Por otra parte, el mismo autor especifica que a concentraciones
superiores a 500mg/L de plomo pueden causar una despigmentacion notable de
las células de las microalgas, o que se deduce que afecta a la produccion de
clorofilas. En el trabajo de investigacion se puede comprobar que Scenedesmus
sp sufrio una leve despigmentacion en el cuarto tratamiento (200mg/L) de plomo.
La Spirogyra sp posiblemente logro acumular el plomo a diferentes
concentraciones por la naturaleza bioquimica de sus paredes celulares, de tal
modo que estas algas poseen grupos funcionales tales como grupos sulfhidrico
(SH), (PO3s0y>), hidroxilos (OH), fosforilo amina (NH2), carboxilo (COOH), etc.,
estos grupos actuaron como un sitio de atraccion y asi absorbiéndose en las
células de las algas (PENA, PALACIOS Y OSPINA, 2005); coincidiendo con los

resultados obtenidos en la (figura 15) donde se muestra el incremento de la
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biomasa en el tercer tratamiento, este mecanismo pudo a ver sido influenciado
por los metales pesados que tienen gran afinidad a estos grupos y por ello los
resultados de estas uniones en casos extremos (mayor concentracién de metal)

es perjudicial para Spirogyra sp, provocando la toxicidad y estrés oxidativo.

5.2. Nivel de biorremocién mediante porcentaje de eficiencia, capacidad

de adsorcion de plomo en soluciones acuosas

Al hacer las pruebas de la desintoxicacién de plomo del medio
acuoso durante los 15 dias de evaluacion el tratamiento mas eficiente fue el
tratamiento tres (100 mg/L), en el décimo dia de evaluacion con lo que alcanzo
una eficiencia de 94.7 %, seguidamente el tratamiento cuatro (200 mg/L) con una
eficiencia de 93.40 %, esto pudo haberse llevado a cabo por las supuestas dos
etapas, la fase activa donde es el proceso mas rapido, se da cuando los metales
son adsorbidos a la superficie del alga por atraccion electrostatica a los sitios
activo y la fase pasivo, que es un proceso mas lento donde los iones metélicos
son transportados a través de la membrana celular y dentro del organelo de cada

especie (GARNHAM et al., 1992).

Estudios que fueron realizadas por CHULLE Y VILLALOBOS (2016)
en la eliminaciéon de ion cromo en aguas residuales galvanicas se obtuvo una
eficiencia maxima alcanzando un valor proximo de 60% utilizando Scenedesmus
obliquus en estado libre; esto se puede comparar con los resultados obtenidos
en la presente investigacion, donde la eficiencia maxima se obtuvo al décimo dia
con 94.72%. esto pudo haberse llevado a cabo debido al proceso de

bioadsorcion y absorcion, donde la biomasa del material biolégico actia como
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adsorbente en condiciones experimentales tomando en cuenta el pHy T° que a
valores muy altos tiende a precipitarse y por ende la biorremocion baja.

5.3. Identificacién de géneros de microalgas removedoras de plomo

Segun BICUDO Y MENEZES (2006) se identificaron 31 morfotipos
diferentes en la biorremediacion. Las diatomeas por su abundancia en el
consorcio de 1% no fueron identificadas segun la clave taxondémica; del
consorcio de microalgas el 84% de un conteo total de 3683 de microrganismo
estaba compuesto por algas perteneciente a la clase Chlorophycea, 11%
Cyanophyceay 1% Trebouxiophyceae. Por otra parte, la identificacion realizada;
las microalgas mas representavivas fueron: Chlorococcus sp. (26%),
Gloeococcus sp. (15%), Neospongiococcum irregulare (13%), Synechococcus
sp. (9%), Oocystis sp. (7%) y Chlorella sp (6%). Del mismo modo la clase mas
representativa en la Cyanophyceae con 12% de abundancia relativa, en la cual
estan representadas por tres grandes géneros: Synechococcus sp (77%),
Chroococcus sp (17%) y Microcoleus subtorulosus (6%). Esto puede
corroborarse con los conteos de morfotipos de microalgas, obtenidas en este
trabajo de investigacion donde muestra que los géneros de Chlorella sp y
Scenedesmus sp presentan un conteo maximo de 1013333 y 426667 cel/mL tal
como muestra en el cuadro 21; esto se ratifica con este autor que las microalgas
se clasifican de acuerdo a caracteres establecidos como naturaleza de los
pigmentos fotosintéticos, presencia y numero de flagelos, metabolitos de reserva
entre otros, para dar lugar a divisiones, clases y ordenes segun el énfasis que

los investigadores les otorgan a estos caracteres.



VI. CONCLUSIONES

Se evalué que la resistencia de las microalgas frente a diferentes
concentraciones de plomo fue en el tratamiento tres, en un tiempo de

evaluacion de diez dias.

Las microalgas lograron un nivel alto de eficiencia de biorremocion en el
tratamiento tres del décimo dia de evaluacion y con una capacidad de
adsorcion maxima de 13.86 g/L. Asi mismo se encontré que le modelo de
Freundlich describe mejor los datos de equilibrio de proceso de adsorcion en

un tiempo de evaluacion de 15 dias.

Se logro identificar el género de las microalgas removedoras de plomo del
medio acuso mediante las claves taxondmicas, predominando a nivel celular
el género de la Chlorella sp, seguida de Scenedesmus sp obtenidas
mediante el recuento en la cAmara de Newbauer en el décimo dia de

evaluacion y la Spirogyra sp con una biomasa maxima en el tratamiento tres.

Esta técnica de remediacion de aguas contaminadas por metales pesados
mediadas por microalgas, es una alternativa para descontaminar lagos,

lagunas, etc.



VIl.  RECOMENDACIONES

Preservar las cepas de microalgas por especie segun su origen para un uso

a futuro como industrial o biorremediador

Complementar la identificacién de genero de las microalgas segun las claves

taxonémicas o dicotdbmicas.

Determinar el efecto in — vitro de Chlorella sp y Scenedesmus sp sobre la

biorremocion de otros metales pesados presentes en soluciones acuosas.

Realizar investigaciones respecto a los factores externos que puedan influir

en la eficiencia de bioacumulacion de plomo en la Spirogyra sp.

Implementar cultivos a gran escala de manera in-situ para depurar lagunas

contaminas mediante metales pesados.



VIIl.  ABSTRACT

The increasing contamination of aquatic environments by industrial, domestic,
agricultural and mining activities, leads to find new strategies that eliminate
heavy metals such as lead, which is why an alternative based on the ability of
microorganisms to biotransform and accumulate is proposed. said metal. For
this, the level of bioremoption of lead in agueous media mediated by
microalgae at laboratory scale was evaluated, resistance and bioremoration
of microalgae were evaluated, experiencing them at different concentrations
of 10mg / L, 50mg / L, 100mg / L, 200mg / L of lead, in column
photobioreactors with a working volume of 570 ml. The development of the
microalgae on the different concentrations of lead, its resistance to the metal
was determined, evaluating the growth every 3 days for 15 days by counting
in the Newbauer chamber. The level of bioremoption in the column
photobioreactor system has an efficiency of 94.72% at 10 days, becoming an
efficient and low-cost method for bioremediation of water contaminated with
metals. The identification of microalgae genera was carried out with the help
of taxonomic keys

Key words: Photobioreactor, Bioremoption, heavy metal, lead, microalgae,

Scenedesmus sp, Chlorella sp, Spirogyra sp
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X. ANEXOS

ANEXO |I. Preparacion de la solucion madre como referente para la
preparacion de soluciones acuosa.

l.1. Preparacion de solucion madre de sulfato de plomo

peso de la sustancia(g)

, _ 6
[mg/L (SUStanCla)] volumen de la solucion(ml) x 10
200 mg/L = ——— x 10°

Wep=0.2 ¢

Célculo del sulfato de plomo (g)

PM PbSO4

Whebsos = ———— X Wpp
PM Pb
303,26 g/mol
Whepsos = ————x 0.2
207.2u

Whebsos=0.29272 g

I. 2. Preparacion de las concentraciones de plomo a partir de solucién madre de

sulfato de plomo.

Ci1xV1i=CaxV2

1) Concentracién de 10mg/L de plomo a partir de PbSO4

C1XVe1=Co X Vi
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200mg/L x V1 = 10mg/L x 500 ml
Ve1= 25 ml
2) Concentracion de 50mg/L de plomo a partir de PbSOa4
C1XVe2=C3 X Vi
200mg/L x V1 = 50mg/L x 500 ml
Veo =125 ml
3) Concentracién de 100mg/L de plomo a partir de PbSO4
C1 X Ve3=Cs X V4
200mg/L X V¢3 = 100mg/L x 500 ml
Vez= 250 ml
4) Concentracion de 150mg/L de plomo a partir de PbSO4
C1 X Vea =Cs X Vi
200mg/L X V¢z = 200mg/L x 500 ml

Vea= 500 ml.

Anexo Il. Cuadros

Cuadro 22. Determinacion de la concentracion de plomo

Tratamiento Cj;(mg/L)  Vi(ml) C,(mg/L) V>
To 500m|
T1 200 25 ml 10 500m|
T2 200 125ml 50 500m|
T3 200 250ml 100 500ml
Ta 200 375ml 150 500m|

Ci: Concentracion madre, V1: volumen encontrado de plomo, V2: volumen estandar a aforar
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Cuadro 23. Volumen del trabajo del fotobiorreactor con microalgas

Tratamiento Vi (ml) Vc (ml) Vinoculo /Biomasa (M) Viutriente (MI)
To 570 0 20 50
T1 570 10 20 50
T2 570 50 20 50
Ts 570 100 20 50
Ts 570 200 20 50

Vi: Volumen de trabajo, Vc: volumen del contaminante

Cuadro 24. Parametros del agua de la poza cristalina y desviaciones

estacionales de rio Huallaga

Desviacion estacional del

Parametros Poza cristalina
rio Huallaga
pH (und.) 7.683 8.100
OD (mg/L) 4.153 5.817
STD (mg/L) 13.567 17.233
NaCl (%) 0.100 0.01
Conductividad (mS) 62.067 84.600
Potencial redox (ev) -48.300 -66.467

Temperatura (°C) 29.000 29.333




Cuadro 25. Registro de la variacion de pH durante los 15 dias de evaluacion
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Tratamiento  Pb (mg/L) 3dia 6dia 9dia 12dia 15dia
To 6.97 6.97 7.12 7.21 7.45 6.55
T1 7.40 7.40 6.90 7.10 7.65 7.50
T2 7.20 7.20 7.80 7.95 8.14 7.79
T3 7.76 7.76 7.10 8.10 8.23 6.34
T4 6.56 6.56 7.80 7.89 7.87 6.98

Tabla 26. Registro de la T °C durante los 15 dias de evaluacion

Tratamiento  Pb (mg/L) 3dia 6dia 9dia 12dia 15dia
TO Control 25.77 2570 2554 2541 25.33
T1 10 2557 2545 2531 25.12 25.02
T2 50 2529 2525 25.04 24.89 24.85
T3 100 25.00 25.03 2485 24.87 24.72
T4 200 24.74 2467 2457 24.46 24.43

Tabla 27. Registro de OD durante los 15 dias de evaluacion

Tratamiento  Pb (mg/L) 3dia 6dia 9dia 12dia 15dia
TO Control 6.12 5.98 5.85 5.73 5.64
T1 10 6.01 5.70 5.67 5.79 5.56
T2 50 5.13 5.60 5.68 5.68 5.00
T3 100 5.73 5.00 5.59 5.69 5.20
T4 200 5.45 5.34 5.48 5.34 4.80




El cuadro 28 muestra los promedios, la desviacion estandar y el coeficiente de variacion del crecimiento de
Chlorella sp a diferentes concentraciones de plomo hasta los 15 dias de evaluacion, al que se evalu6 mediante microscopia

optico y la cAmara de Newbauer para las diferentes concentraciones de plomo.

Cuadro 28. Resistencia de chlorella sp a diferente concentracion de plomo

Tratamiento Pb (mg/L) 3 dias 6 dias 9 dias 12 dias 15 dias
To 0 533333 586667 693333 586667 586667

T1 10 586667 640000 693333 640000 640000

T 50 693333 746667 800000 853333 746667

T3 100 853333 853333 1013333 1013333 960000

Ts 200 746667 906667 960000 906667 853333
Promedio 682667 746667 832000 800000 757333

Desviacion estandar (o) 127332 135974 148952 180862 152723

Coeficiente de variacion 18.65 18.21 17.90 22.61 20.17
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El cuadro 29 muestra los promedios, la desviacion estandar y el coeficiente de variacion del crecimiento de

Scenedesmus sp a diferentes concentraciones de plomo hasta los 15 dias de evaluacion, al que se evalué mediante
microscopia optico y la cAmara de Newbauer para las diferentes concentraciones de plomo.

Cuadro 29. Resistencia de Scenedesmus sp a diferente concentracion de plomo

Tratamiento Pb (mg/L) 3 dia 6 dia 9 dia 12 dia 15 dias
To 0 160000 106667 160000 213333 106667

T1 10 266667 266667 213333 213333 213333

T 50 266667 266667 266667 213333 266667

T3 100 266667 266667 373333 426667 266667

Ts 200 266667 266667 266667 373333 266667
Promedio (X) 245333 234667 256000 288000 224000
Desviacion estandar (o) 47703 71554 79106 103966 69538

Coeficite de variacion 19.44 30.49 30.90 36.10 31.04




Cuadro 30. Resistencia de la Spirogyra sp a diferentes concentraciones de

plomo
Plomo (mg/L) Wh;(g) Wh:(g) Volumen(L) Biomasa (g/L)
0 4 6.735 0.57 4.682
10 4 7.205 0.57 5.793
50 4 7.527 0.57 6.384
100 4 8.524 0.57 7.863
200 4 7.460 0.57 6.311

Whi = peso humedo inicial de la spirogyra sp, Whf = peso hiimedo final de la spirogyra sp

Cuadro 31. Concentracion final de plomo después del tratamiento

Concentracion final de
Concentracidn inicial de
Tratamiento plomo (mg/L)
Plomo (mg/L)

5dia 10dia 15dia

T1 10 1.46 1.23 0.87
T2 50 6.33 4.99 4.01
T3 100 9.20 8.82 5.88

T4 200 1581 16.39 12.95
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Cuadro 32. Eficiencia de biorremocion de plomo

Eficiencias (%)

Tratamiento Cipb (Mmg/L)
5 dia 10 dia 15 dia
T1 10 88.47 91.52 89.01
T2 50 89.62 93.77 91.98
Ts 100 90.80 94.72 92.83
Ts 200 91.72 93.40 92.39

Cuadro 33.Capacidad de bioadsorcion de plomo mediadas por biomasa algal

Tratamiento C; (mg/L) Ce(mg/L)  Viwavajo (L) Masafinal (g) gq(mg/g)

T1 10 1.10 0.57 7.30 0.69
T2 50 4.01 0.57 7.64 3.43
T3 100 7.17 0.57 8.48 6.24
T4 200 15.23 0.57 7.60 13.86

Anexo lll. Figuras
Evaluacion de los parametros (pH, T°, OD) durante la bioadsorcion y
acumulacién del plomo mediados por microalgas en la solucién acuosa durante

15 dias de evaluacioén
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Anexo IV. Panel fotogréfico

Figura 36. Registro de los parametros in- del agua

Figura 37. Recoleccion de muestra de microalgas



Figura 39. sembrado de las microalgas en la solucién acuosa
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Figura 40. Resistencia de las microalgas al cabo de 15 dias

Figura 41. Identificacién de las microalgas
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Figura 42. Biomasa de las microalgas

Figura 43. Peso de la biomasa humeda de las microalgas
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Figura 44. Vista al microscopio electronico de barrido (SEM) a un aumento de

500X

Figura 45. Vista al microscopio electronico de barrido (SEM) a un aumento de

1000X
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Figura 46. Disefo del fotobiorreactor (OLORTEGUI, 2015)



