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RESUMEN

Se desarroll6 una técnica de biorremocién, para evaluar la
biorremocién de Cd?* usando microalgas verde amarillas dulceacuicolas del grupo
Diatomeas, recolectados en los cuerpos de aguas de la Piscigranja Villa Hidalgo y
la laguna de los Milagros de la ciudad de Tingo Maria, trabajados en las
instalaciones del laboratorio de Microbiologia de la Universidad Nacional Agraria

de la Selva, utilizando un fotobiorreactor de disefio propio.

El crecimiento se determiné por cuenta directa, revelando que a
bajas concentraciones de Cd?* (5,10,160 mg/L) permite el desarrollo de
microalgas Scenedesmus obliquus. Sin embargo, no resiste periodos largos de

exposicién a concentraciones altas (625, 1,000, y 2,500 mg/L).

Se observé una rapida remocién de cadmio durante los dos primeros
dias de incubacién, seguida por una reduccién gradual observadas mediante
lecturas en el espectrofotometro de absorcién atémica, existiendo una diferencia
entre las concentraciones iniciales de Cadmio; en tres de las muestras instaladas
se aprecid que la biorremocién en Microalgas era eficiente para 5, 10, 160 mg/L,
pero en las otras concentraciones de Cd?* (625, 1,000, y 2,500 mg/L) la reduccién
de Cd?* no era la misma como al inicio de las evaluaciones, en tanto que a
concentraciones de 2,500 mg/L de Cd?* las microalgas no llegan a crecer

produciéndose la muerte al tercer dia de incubacién.



Esta especie resultdé ser un buen remediador de Cd?* con alta
capacidad de biorremocion.
Palabras clave:  Biorremocion, Microalg'as, Scenedesmus  obliquus,

Fotobiorreactores.



I INTRODUCCION.

La preocupacién por la contaminacion ambiental ha dado como
resultado investigaciébn mas intensa y el desarrollo de tecnologias sustentables,
asi como una normatividad cada vez mas estricta. Como resultado, la introduccién
de tecnologias limpias en los procesos industriales ha logrado disminuir las

descargas de sustancias contaminantes al ambiente. (REYES, 2006).

La contaminacién del agua, aire y suelo por metales pesados (plomo,
arsénico, cromo, cobre, cadmio, etc.) es uno de los problemas ambientales mas
severos, ademas de ser muy dificil de resolver. Las fuentes mas comunes de
contaminacién por dichos metales son los procesos de refinacién del petréleo, las
plantas generadoras de energia y los procesos metallrgicos (ACOSTA et al.
2007). A diferencia de los contaminantes organicos, los metales pesados no son
biodegradables, es decir, pueden persistir y acumularse en el medio ambiente y en

los organismos vivos (PANINI, 2004)

En algunas partes del Peru el desarrollo industrial y el
manejo inadecuado de los residuos que contienen metales pesados generando
una problematica muy grave y un claro ejemplo es el caso de la ciudad de La

Oroya la cual ha sido calificada en el afio 2006 en un informe de la Organizacién
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Mundial de la Salud (OMS) como la quinta ciudad mas contaminada del mundo,
esto ha conducido a un deterioro de los recursos hidricos, el rio Mantaro, asi como

el suelo y lo mas importante la repercusion sobre la salud de sus pobladores.

Actualmente existen diferentes procesos fisicos y quimicos utilizados
en la eliminacién de metales pesados asi también la biosorcidon ha surgido como
solucién alternativa para el tratamiento de aguas contaminadas con metales
pesados, debido a que los biosorbentes usados son de bajo costo,
ambientaimente amigables, exhiben cierta selectividad por los metales pesados es
el caso de Iés algas se utilizan en cultivos por su capacidad de biorremover o
bioadsorber contaminantes. La biorremocién consiste en el atrapamiento pasivo
de algunas substancias, especialmente metales toxicos en las estructuras
externas de las células. Este proceso es independiente del metabolismo celular

(WASE Y FOSTER, 1997).

Este trabajo permitié el establecimiento de un esquema productivo de
aprovechamiento integral de microalgas y su remocién de Cd?* encontrados en el
medio ambiente habiendo tenido como problema: ¢las microalgas verde
amarillentas dulceacuicolas tienen el potencial de remover cadmio del agua a

diferentes concentraciones?

Contrastando la hipétesis que el potencial de remocién de cadmio
alcanzado por las algas verde amarillentas reduce los niveles de cadmio por

debajo de los estandares de calidad ambiental del agua.



1.1. Objetivo general

Determinar el potencial de remocibn de cadmio a diferentes

concentraciones a partir del agua de microalgas verde amarillentas dulceacuicolas

1.1.1. Objetivos especificos

- Determinalr microalgas verde amarillentas dulceacuicola con
potencial de remocién de cadmio a diferentes concentraciones.

— Determinar el grado de tolerancia de las microalgas verde
amarillentas dulceacuicola al contaminante Cd?* en su desarrolio.

- Identificar el género de microalga verde amarillenta con mayor
potencial de remocion de Cd2.

—~ Determinar la eficiencia de Remocién de Cd?* en funcién al tiempo

de exposicién.



Il REVISION DE LITERATURA

2.1. Definicién de Microalga

Las Microalgas son un conjunto de microorganismos en su mayoria
fotosintéticos, unicelulares, filamentosos que forman cadenas, colonias o cenobios.
Estan presentes en aguas saladas, agua dulce o en el suelo. Los grupos que las
conforman presentan individuos con notables similitudes morfolégicas, las cuales
surgen como respuestas adaptativas convergentes al medio fisico en el que
habitan: altamente heterogéneo y caracterizado por diversas gradientes de luz,

temperatura y nutrientes que son modificados por la turbulencia del agua.

Se consideran responsables del material organico que se encuentra
en los ecosistemas acuaticos, asi como el 40% de la fotosintesis del total del

planeta (MARDGALEF, 1993).

Su importancia radica en su papel como productores primarios de la
cadena tréfica, que las constituyen en las primeras formadoras de materia
organica. Por su tamafio reducido y variado (5-50 pm en promedio) son de facil
captura y digestién por multitud de organismos que se alimentan en forma directa

del fitoplancton (ABALDE, 2004)



2.1.1. Caracteristicas de las Microalgas

Las caracteristicas adaptativas que presentan las microalgas estan
relacionados con la resistencia al hundimiento, y con la habilidad para absorber
rapidamente nutrimentos cuando estos se encuentran disponibles o para
acumularlos intracelular cuando escasean por ello a fin de mantenerse en la capa
iluminada de las aguas naturales, solo las formas mas pequefias tienden a ser
redondeadas; las medianas y las mas grandes muestran algun grado de
alargamiento o poseen apéndice, prolongaciones, cuernos, espinas y otras
estructuras que aumentan tanto la ficcion del agua como la regulacién de la

superficie / volumen para la absorcién de Nutrientes.

Los ciclos de vida son cortos e incluyen la formacién de esporas de
resistencia o de células de reposo, con lo cual sobreviven en situaciones
desfavorables. Su nutricion es por absorcién ibnica de carbono, hidrogeno,
oxigeno, nitrégeno, fosforo, azufré, potasio, Calcio, hierro y Magnesio, asi cofno de
cantidades traza de}Manganeso, boro-, Cobalto, Cobvre, Zinc y Molibdeno; si bien,
para algunas especies son necesarias otras moléculas inorganicas y organicas
complejas. De los grupos que las conforman, las cianofitas, clorofitas, cristfitas,
euglenofitas y diatomeas pennales son mas comunes en las aguas dulces

(MARDGALEF, 1993)



2.2. Condiciones para el crecimiento de las Microalgas

Las condiciones oOptimas de temperatura, intensidad luminosa,
salinidad, nutrientes y pH para el cultivo de microalgas,_varian ampliamente de
- una especie a ofra, estos parametros fisicoquimicos, han sido determinados en
laboratorio y nos ayudan a comprender las condiciones 6ptimas para el desarrollo
de las diferentes especies en cultivo. Actualmente a nivel comercial, los cultivos
masivos de microalgas al exterior y los fotobiorreactores cobran mayor importancia
para la produccion de compuestos quimicos de alta pureza, como:
biocombustibles, biofertilizantes, intercambiadores i6nicos y carotenos; asi mismo,
para el tratamiento de aguas residuales, obtencién de compuestos terapéuticos y

como alimento de consumo humano y animal.
221. Laluz

Las microaigas como organismos autétrofos fotosintetisadores,
dependen de la luz para su desarrollo y produccion de materia organica. La
respuesta fotosintética a la energia luminosa se caracteriza por -una respuesta
lineal baja al incremento en la irradiaciéon, hasta llegar a su maxima capacidad
fotosintética, donde las células son independientes de la irradiacion (ABALDE,
2004). Bajo condiciones estables (no movimiento) las células se aclimatan a un
nivel de irradiancia, obteniendo bajo esas condiciones tasas de crecimiento y
fotosintéticas no necesariamente 6ptimas mediante un ajuste en sus procesos

fisiolégicos. En células aclimatadas a bajas irradiancias, la concentracion de
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clorofila se incrementa para poder obtener la energia luminosa necesaria para
continuar con el proceso fotosintético. Por otro lado, células aclimatadas a altas
irradiancia, decrece la concentracién celular de clorofilé-a e incrementa_nv la
concentracién de pigmentos accesorios fotoprotectores (carotenos) para evitar la
oxidacOion de los fotosistemas (MACINTYRE, 2002), reportan que células |
aclimatadas a alta iluminacién no mostraron una tasa de crecimiento mayor que
células en baja ilumihacién, porque a saturavcién de luz, las concentraciones de
clorofilas seran proporcionaimente mucho menores de la masa total de los

pigmentos celulares en alta iluminacién.
2.2.2. Nutrientes

En funcién de los nutrientes empleados, las microalgas se pueden
clasificar en autétrofas, heterétrofas, o mixotréficas. Es importante destacar que un
déficit de nutrientes provoca en las microalgas una acumulacién de lipidos siempre

que haya luz y CO2disponibles (RODOLFI, 2009).

Los principales nutrientes minerales que las microalgas toman del

medio y necesitan para su desarrolio son: -
- Carbono

Las microalgas autétrofas pueden emplear como fuente de carbono el
CO2 presente en la atmoésfera o en gases de escape, asi como los iones

bicarbonato (HCO®") mediante la enzima anhidrasa carbénica. Son capaces de
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tolerar hasta unas 150.000 ppmv de CO: en aire de media, aunque hay especies
de microalgas como Chlorella, que han demostrado que toleran hasta 400.000
ppmv. Cuando se provee a las algas de carbonato, se hace generalmente en

forma de Na2CO3 y NaHCO:s.

Los compuestos organicos proporcionan para las microalgas
heterétrofas tanto la energia como la fuente de carbono. Asi mismo, las
microalgas mixotréficas son capaces de crecer bajo procesos tanto autéfrofos
como heterétrofos, de manera que la fuente de energia es tanto la luz como la

materia organica, obteniendo el carbono de compuestos organicos y del COz.
- Nitrégeno

Es otro de los macronutrientes esenciales en el crecimiento de las
microalgas. El contenido en nitrégeno de la biomasa algal puede suponer desde
un 1% hasta mas del 10%, en funciéh de la disponibilidad y el tipo de fuente de
nitrégeno. Las microalgas pueden tomar nitrégeno del medio generaimente en

forma de urea, nitrato, nitrito, amonio, nitrégeno gas y éxidos de nitrégeno (NOx).

En un estudio (XIN, 2010) se demostré que la microalga Scenedesmus sp., crece
mas rapidamente con amonio, seguido de urea y finalmente de nitrato, en cambio,
la eliminacién de fésforo y nitrégeno fue méas completa en el cultivo donde el
nitrégeno estaba presente en forma de nitrato y urea que en el cultivo realizado
con amonio, puesto que el nitrégeno en forma de amonio, cuyo equilibrio de

disociacion depende de la temperatura y el pH del medio, inhibe también el
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crecimiento de las microalgas debido a que es normalmente téxico para los
organismos fotosintéticos, ya que desacopla el transporte electrénico en el
fotosistema Il y compite con el agua en las reacciones de oxidacion que generan
el O libre. La tolerancia al amonio depende de la especie cultivada: por ejemplo,
Spirulina se ve practicamente inhibida ante concentraciones de 200 mg NH*'/L

mientras que Chlorella sorokiniana no muestra inhibicién ante concentraciones de

400 mgNH4+/L. Lo que aln no se ha determinado es qué forma de nitrégeno es

mas beneficiosa energéticamente para la produccion de microalgas.
- El fésforo

La cantidad necesaria de fésforo es mucho menor que la de nitrégeno

para una misma cantidad de biomasa generada.

7 Diversos autores concluyen que la toma de nutrientes por parte de las
microalgas se ve influida por la relacién N:P en el medio de cuitivo, de modo que
se producira un mayor crecimiento y toma de nutrientes cuanto mas préxima esté
a la composicion de las microaigas. Por ejemplo, para la microalga Chlorella la
relacién 6ptima es de 8:1 (ASLAN y KAPDAN, 2008). Sin embargo, como las
microalgas son capaces de adaptarse al medio de cultivo pueden tomar, en
principio, uno de los nutrientes en una proporcion mayor que la presente en su

composicion celular.

Las microalgas requieren, para su crecimiento, ademéas de otros

macro- y micronutrientes (RICHMOND, 2004). Aparte del C?*, N* y P, otros
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elementos son necesarios para el cultivo de microalgas, tanto macronutrientes (S,
K, Na, Fe?*, Mg?*, Ca?*) como micronutrientes o elementos traza (B3, Cu, Mn?*,
Mo?*, Zn?*, V2* y Se?), tal como se observa en 1a composicién elemental de las

células microalgales (RICHMOND, 2004).
223. pH

El pH del medio influye tanto en la proporciébn de las especies del
equilibrio quimico del C02, y por tanto, en la alcalinidad del medio, como en la
forma quimica en que se encuentran algunos nutrientes y micronutrientes
necesarios. Cada especie de microalga tiene un rango de pH en el cual su
crecimiento es optimo, dependiendo de qué especies quimicas esté mas
habituada a asimilar. El pH en la mayoria de cultivos de microalgas se encuentra

entre 7 y 9, con un 6ptimo éntre 8,2-8,7.

El proceso fotosintético de fijacion de CO2 provoca un aumento
gradual de pH en el medio debido a la acumulacion de OH-, lo que puede
promover la eliminaciéon de nitrégeno en forma de amoniaco por stripping a la

atmésfera y la eliminacién de fésforo por precipitacién de ortofosfatos.

El control de pH se consigue mediante aireacion o inyeccién
controlada de CO2, pero también mediante la adiccibn de acidos o bases

(RICHMOND, 2004).
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2.24., Oxigeno

El nivel de oxigeno disuelto es un parametro que debe ser controlado
en el cultivo de microalgas, ya que altas concentraciones de oxigeno disuelto
pueden inhibir la fijacién de carbono por parte del enzima RuBisCo. Esta inhibicién

se ve favorecida por un déficit de CO: y por la alta radiacién y temperatura.

Muchas especies de microalgas no son capaces de sobrevivir en un
medio sobresaturado de oxigeno mas de 2 o 3 horas. El nivel de saturacién varia
“siendo para algunas especies el 120% de saturacién en el aire mientras que para

otras el 200%.

Asi mismo, en cultivos de alta densidad, la produccién fotosintética de
oxigeno puede alcanzar hasta los 40 mg/L, de forma que con la radiacion
adecuada pueden llegar a desarrollarse radicales de oxigeno libres. Estos
radicales son téxicos para las células y causarian dafios en sus membranas. La
presion parcial del oxigeno en el cultivo puede disminuirse aumentando la

turbulencia y stripping de aire (RICHMOND, 2004).
2.2.,5. Temperatura

En el crecimiento de las microalgas, la temperatura es un factor a
considerar, puesto que influye en los coeficientes de velocidad de las reacciones
biosintéticas La relacion entre temperatura y velocidad de crecimiento aumenta

exponenciaimente hasta que se alcanza la temperatura 6ptima.



12

A pesar de que una gran variedad de microalgas son capaces de
desarrollarse en un rango amplio de temperaturas, como la especie Chlorella que
puede crecer entre 5 y 42°C, todas ellas presentan un rango fuera del cual se ven

inhibidas e incluso mueren.

Por otro lado, si existe una fluctuacion muy amplia entre la
temperatura maxima y minima, puede ser igual de importante tanto el
calentamiento durante las horas del dia con poca luz como la refrigeracién durante
las horas de mayor iluminacién. Diversos autores han demostrado que en el caso
de que el diéxido de carbono o la luz sean limitantes en el cultivo, la temperatura

no ejerce una influencia significativa (RICHMOND, 2004).
2.3. Metales pesados

Los metales pesados son un grupo de elementos quimicos, con
elevado peso atémico y una densidad superior a 5 g/cm?3, que presentan cierta
toxicidad para el ser humano. No se dispone de una definicién oficial aceptada,

existiendo varios criterios que los clasifican.

Algunos, los denominados esenciales, son imprescindibles_ para el
desarrolio de las funciones vitales de los organismos como por ejemplo, el Co?*,
Cu*, Fe?*, Mg?*, Mo?* y Zn?*, pero, en cantidades excesivas son perjudiciales e
incluso letales para los seres vivos. Por otra parte, los metales no esenciales,
altamente téxicos en cantidades muy reducidas y cominmente implicadas en

problemas de contaminacién ambiental, son el Cr2*, Cd?*, Hg*, Pb?*, As®>y Sb*.
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Para evaluar el grado de toxicidad que un metal pesado presenta en el

medio ambiente se deben considerar diversos factores. Algunos de los mas
relevantes son la propia naturaleza del metal, su biodisponibilidad (grado de
absorcion en los seres vivos) y las diversas fuentes que los introducen en el medio

ambiente.

Los metales pesados presentes en el medio ambiente pueden ser de
naturaleza geogénica (origen natural) o antropogénica. Se habla de origen natural
cuando el contenido de metales se atribuye a la composicion de los distintos
minerales presentes en el suelo. Por otra parte, los metales de naturaleza
antropogénica son el resultado de las actividades industrial, minera y agricola
realizadas por el hombre. En el Cuadro 1 se muestran las diferentes fuentes,
especificando su grado de aportacion. Se observa que las actividades con mayor
riesgo ambiental se deben a la descarga de metales procedentes de la expulsién
de gases y particulas en los procesos de combustién y de la deposiciéon de

residuos urbanos e industriales (DIAZ, 2001).
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Cuadro 1. Fuentes de contaminacién con metales pesados

Fuente Contribucién (%)
Cenizas de combustion 74
Desechos Urbanos 9
Turba 6
Residuos Metaltirgicos '
Residuos de materia organica 3
Fertilizantes <2
Otros ( residuos de alimentos, agricola, madera, etc) <1

Fuente Diaz 2001.

La biodisponibilidad de los metales pesados en el suelo esta ‘dada por
las fracciones soluble y adsorbida; sélo cuando los metales se encuentran en
solucién o adsorbidos én los sitios activos de intercambio de los constituyentes
inorganicos del suelo estan realmente disponibles para que las plantas los

extraigan (SILVERA, 2003).

Otro de los factores que determina la peligrosidad de estos elementos
es que, aun cuando se encuentren presentes en cantidades bajas e indetectables,
la inexistencia de vias naturales para su asimilaciéon y su consiguiente persistencia
en el agua, implica que a través de procesos naturales se produzca
bioacumulacién en los seres vivos, es decir, se da una concentraciébn mayor que la
del ambiente en el interior de los organismos debido a que su acumulacién es mas
rapida que su metabolizacién o excrecién. Esto genera un problema ecolégico
importante ya que, una vez que estos seres entran en la cadena tréfica, se

produce un proceso conocido como biomagnificacién, haciendo que en los
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estados superiores de esta cadena, por ejemplo, en los seres humanos, la
concentracion de metales pesados puede llegar a ser tan elevada que empiece a
ser toxica, mientras que en el ambiente mas préximo no existe un problema de

contaminacion por metales pesados (TENORIO, 2006)

2.3.1. Cadmio

El cadmio (cadmia en latin y en griego kadmeia, significa “calamina”,
nombre que recibia antiguamente el carbonato de zinc) fue descubierto en
Alemania en 1817 por Friedrich Stromeyer como una impureza en el carbonato de
zinc. Stromeyer observé que algunas muestras de calamina con impurezas
cambiaban de color cuando se calentaban, mientras que el mineral puro no lo
hacia; el nuevo elemento era el responsable de esta diferencia de

comportamiento.

Elemento quimico, con nimero atémico 48, peso atémico de 1124
g/mol y densidad de 8650 kg/m3, que pertenece, junto con el zinc y el mercurio, al
grupo 12 de la tabla peridédica. Metal ductil y maleable, de color blanco y con un
cierto tono azulado, que presenta una presién de vapor relativamente aita de 14,8
Pa (697 K). Su vapor, de color anaranjado, se oxida rapidamente en presencia de

aire para producir 6xido de cadmio (IPCS, 1992).
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2.3.1.1. Efectos sobre la salud Humana

El cadmio es un metal téxico, incluso en concentraciones muy
pequefias, y no esencial para el organismo, que tiende a acumularse en los tejidos
humanos, En los seres humanos, el cadmio puede ser adquirido mediante dos
vias: ingestiéon e inhalacién. La primera de ellas es la mas frecuente si el individuo

no sufre exposicion laboral.

En exposiciones laborales, la inhalacién es la ruta principal de ingreso
y la absorcién a partir de esta via depende del tipo de compuesto inhalado, del
tamano de las particulas y de su retencién en el pulmén. Los puestos de trabajo
mas agresivos en exposicién laboral se hallan en la industria metallrgica primaria
de cadmio, plomo y zinc, en la produccién y uso de pigmentos de cadmio, en la
produccién de estabilizadores de plasticos con cadmio y en la fabricacion de

baterias de cadmio-hiquel.

Por otro lado, el cadmio adquirido por ingestion entra en la
alimentacién humana a través de vegetales y productos animales. Se fija a las
plantas mas rapidamente que el plomo. Los frutos y semillas contienen menos
cadmio que las hojas. El pescado, los crustaceos, el rifién y el higado de animales
acumulan cadmio en grado relativamente elevado. Una dieta deficiente en Ca?*,

Fe?* o proteina incrementa su velocidad de absorcién.

La contaminacién por via digestiva, ingestas de hasta 100 mg van a

producir sintomas gastrointestinales, mientras que a partir de los 350 mg se
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considera que es potencialmente mortal. Por via inhalatoria, concentraciones
ambientales superiores a 200 pg/m3 inducen a la "fiebre de los metales”, a partir
de 500 yg/m3 aparece una neumonitis quimica y mas alla de fos 5.000 yg/m3 se

considera mortal (RAMIREZ, 2002).
2.3.1.2. Efectos sobre el Medio Ambiente

El cadmio es uno de los mayores agentes téxicos asociado a
contaminacién ambiental e industrial, pues retine cuatro de las caracteristicas més
temidas de un téxico: efectos adversos para el hombre y el medioambiente,
bioacumulacién, persistencia en el medio ambiente y que ‘viaja’ grandes distancias

con el viento y en los cursos de agua.

Este metal ingresa al medio ambiente mediante diversas fuentes tanto
naturales como antropogénicas. En el Cuadro 2 se indican las principales fuentes

de entrada de cadmio al ambiente (RAMIREZ, 2002).



18

Cuadro 2. Principales fuentes de cadmio en el medio ambiente

Fuentes de cadmio

Antropogénicas Naturales
Lodos residuales y estiércol Actividad Volcanica
Fertilizantes, fosfatos y nitrogenados Rocas

Industrias de plateado y galvanizado
Mineria Cinc, cobre, plomo y otros metales
Industria de fundicién de metales
Incineracion
Industrias de Alimentos fosfatos para animales

Fuente Ramirez 2002.

Como muestra la tabla anterior, el cadmio se encuentra naturaimente
en el medio ambiente. Pequefias cantidades de este metal se encuentran

naturalmente en el aire, en el agua, en el suelo y en los productos alimenticios
2.4. Biorremocién como alternativa a la eliminacién de Cadmio.

La necesidad de métodos econémicos y efectivos para la eliminacion
de metales pesados ha tenido como resultado el desarrollo de nuevas tecnologias
de separacién. En este sentido, existen varios procesos que estan siendo
investigados con el fin de retirar metales pesados de residuos liquidos,
destacando entre ellos: la precipitacion extracelular, la Biorremocion y la captacion
a través de biopolimeros purificados y de otras moléculas especializadas
derivadas de células microbianas, basadas las dos ultimas en la capacidad de los

metales para unirse por distintos mecanismos a materiales biolégicos.
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La biorremocién es una de las tecnologias mas prometedoras para la

retirada de metales toxicos de las aguas residuales ya que, al tratarse de un
proceso con caracteristicas unicas, 1o convierte en una alternativa potencial a los
procesos convencionales, entre ‘otras cuestiones, porque es un proceso
generalmente rapido y que resulta muy interesante para la extraccién de iones

metalicos a bajas concentraciones de grandes volumenes de agua.

Un proceso de biorremocién involucra una fase sélida (biosorbente) y
una fase liquida (solvente, que es normalmente agua) que contiene las especies

disueltas que van a ser biosorbidas (sorbato, esto es, iones metalicos).

Los biosorbentes naturales generalmente usados se pueden clasificar,
seglin su origen, en dos tipos: biomasa microbial (algas, bacterias, hongos y
levaduras) y residuos vegetales procedentes de procesos industriales o agricolas

(PAGNANELLI, 2005).
2.5. Principales sistemas de Cultivos de Microalgas

Las microalgas se pueden cultivar de manera fotoautétrofa,
fotoheterotrofa, heterétrofa o en condiciones de mixotrofia. Segin (BRENNAN Y
OWENDE, 2010) la produccién fotoautétrofa es hoy en dia el anico método de
produccion de microalgas a gran escala que resulta econémicamente rentable y

técnicamente viable en el caso de que no haya produccién de energia.
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Respecto a los sistemas de cultivo, éstos se suelen clasificar, segun

su configuracion y el tipo de funcionamiento en:
2.5.1. Sistemas de cultivos abiertos

El sistema de cultivo abierto se ha venido empleando desde los afios
50 para la produccion comercial de microalgas estas se pueden clasificar en
aguas superficiales naturales, como estanques, lagunas y lagos, y estanques

artificiales.

Los sistemas artificiales presentan diferentes disefios: inclinados (de
capa fina), circulares y los méas extendidos son los estanques de carrusel o
canales (raceway ponds) y suelen ser canales de hormigdn ovalados poco
profundos (de 15-20 cm) en forma de circuito cerrado, donde el cultivo es
recirculado y mezclado péra favorecer la estabilizacién del crecimiento y la
productividad de las microaigas. Elementos como un rodete, hélices, inyectores de
aire, para evitar asi la sedimentacién, debido a la poca profundidad de los canales,
la difusién desde la atmésfera permite a las algas obtener el CO2 necesario para
su crecimiento. No obstante, se pueden instalar difusores en el fondo del estanque

y reflectantes de luz para poder aumentar la profundidad de los mismos.

Otro tipo de sistemas de cultivo abierto son “piscinas inclinadas” en las
que la turbulencia es creada por la propia gravedad. Presentan una serie de
inconvenientes tales como la fuerte evaporacién, la ineficiente utilizacién del

terreno y la sedimentacion de las células en los sectores en los que la velocidad
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de flujo es menor, asi como el coste energético de bombear el cultivo de nuevo a

- la parte superior.

También existen “tanques circulares” para el cultivo de microa]gas
pero este sistema presenta una serie de desventajas tales como la ineficiente
utilizacion del terreno, el elevado coste de las construcciones de hormigén y el alto
consumo de energia, la agitacion se realiza mediante Qna pala que gira
recorriendo toda la superficie. A pesar de ser costosos en su construccién y
operacion, son muy usados en Japén, Taiwan e Indonesia para la prdduccién de

Chilorella.

La produccion mediante estanques o lagunaje es un meétodo mas
barato en comparacién con los fotobioreactores, tanto en inversién como en

mantenimiento y consumo energético durante el funcionamiento.

Sin embardo, en un sistema de cultivo abierto es dificil mantener una
sola especie de microalga, debido a la facilidad de contaminacién biolégica, que
puede incluso suponer la infeccion de dicho cultivo por bacterias u 'otros
microorganismos. El modo de conseguir mantener un monocultivo en este tipo de
sistemas es mediante el control de las condiciones ambientales, de modo que
éstas tomen valores extremos, lo que es posible en el cultivo de microalgas
extreméfilas, pero no con ofro tipo de microalgas. Por ejemplo, Chlorella,

Dunaliella salina y Spirulina presentan esta opcién, mediante el control de un alto
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nivel de nutrientes, una elevada salinidad y una elevada alcalinidad

respectivamente (LEE, 2001).

Cuadro 3. Ventajas y desventajas de los fotobiorreactores de sistemas abiertos

Ventajas Desventajas
. Baja productividad (bajas densidades de
barato de construir cultivo)
Bajo coste de funcionamiento grandes superficies de cultivo necesarias

Trabajo intensivo preciso
Falta real de control de Cultivo

Riesgo de Enfermedades bacterianas para
las algas

Compilejo control de Temperatura
Dificultad de mezclado eficiente

Potencial falta de CO2
Limitacién de la luz en capas inferiores

Fuente: Aplicaciones de las Microalgas: estado y la técnica.

2.5.2. Sistema cerrado

Los sistemas cerrados de cultivo de algas surgieron para solucionar la
problematica de los sistemas de cultivo abiertos. Son sistemas mas caros pero

suplen las carencias de los sistemas tradicionales.

.Los sistemas cerrados se encuentran en total aislamiento con el ambiente exterior
y, por tanto, sin contacto directo con la atmésfera. Este aislamiento total del medio
externo supone una reduccion total de la contaminacién, un mayor control de las

condiciones de cultivo y, en general, una mayor rentabilidad.
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2.6. Fotobiorreactor

Un fotobioreactor es un sistema cerrado forzado al maximo en busca
de la obtencién del mayor crecimiento de la microalga que se desee cultivar, se
caracterizan por la regulacién y control de la mayoria de parametros de
crecimiento importantes, al mismo tiempo que reducen el riesgo de contaminacién
y las pérdidas de CO2 por difusion. Ademas, permiten condiciones de cultivo

reproducibles, el control de la temperatura y un disefio flexible.

En estos equipos, la luz no incide directamente en las células, sino
que atraviesa unas paredes transparentes para llegar hasta ellas. Por ello en los
fotobioreactores cerrados el intercambio directo de gases entre el cultivo y la
atmésfera suele estar fuertemente limitado. La principal consecuencia es la

acumulacién de oxigeno en su interior.

Las posibilidades técnicas de un fotobioreactor cerrado son mucho

mayores que las de los sistemas abiertos.
Pueden clasificarse segun su disefio y modo de operacion:

— Desde el punto de vista del disefio, los fotobioreactores pueden clasificarse
como: planos o tubulares, horizontales, verticales, inclinados o espirales,
serpentines (tubos acodados, circulacion en serie) o muitiples (circulacién en

paralelo desde un colector repartidor a uno recogedor).
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- Desde el punto de vista del modo de operacién, los fotobioreactores
pueden clasificarse como: impulsado agitados por aire o por bombas, reactores de
una fase (el intercambio de gases se produce en una camar separada) o reactores
de dos fases (no existe camara de intercambio de gases, sino que éste se produce

a lo largo de todo el reactor) (PULZ, 2001).
2.6.1. Fotobioreactores de columna vertical

Los fotobioreactores de columna vertical constan de un tubo vertical
de altura generalmente entre 1 y 3 m, y un diametro que oscila entre 5 y 50 cm, en
el que se burbujea aire desde el fondo (UGWU. 2007) como sistema de agitacion.
Son compactos y de bajo coste, y muy sencillos de esterilizar y de operar
monosépticamente. La desorcion de gases tiene lugar en la parte alta de la
columna. Se estima que pueden ser adecuados para el cultivo a gran escala, sin

embargo, tampoco existen aplicaciones comerciales.

Por su posicién vertical absorben menos radiaciéon que los dispuestos
horizontalmente, pero no acumulan oxigeno. Estos reactores suelen utilizarse
como sistemas de producciéon de inéculos debido al elevado control de las

condiciones de operacién que se alcanzan en los mismos.
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Cuadro 4. Ventajas y desventajas de los fotobiorreactores de sistemas cerrados

Ventajas Desventajas

Alta productividad por km?

Posibilidad de produccién continua

Total control del crecimiento del alga Mayor coste de inversién por Km2

Sistema de auto limpieza que otros sistemas de produccion
Tiempo minimo de mantenimiento
Vida util de 30 afios

Amplia area para la luz en el sistema

hasta que se alcancen las
economias de escala

No hay partes plasticas
Bajo consumo de energia
Minimos costes de operacién y mantenimiento

Fuente: Aplicaciones de las Microalgas: estado y la técnica.

2.7. Principales especies de microalgas usadas.

En la actualidad, existen diversos estudios publicados y experimentos
realizados para calcular el rendimiento de la depuracién de metales pesados
mediante distintas especies de microalgas, las tasas de remocién de
contaminantes del agua y la consecuente produccion de biomasa con alto valor

como materia prima para la generacién de biocombustibles u otros usos.

2.7.1. Microalgas usadas en depuracién de Aguas residuales.

Una de las primeras descripciones del empleo de algas en el
tratamiento de aguas residuales se remonta al afio 1957 y se debe a Oswald,

quien describe un sistema de tratamiento mediante lagunaje. Las algas han ido
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ganando atencién desde entonces debido a su potencial de eliminacién de

nutrientes de aguas residuales urbanas.

Se han desarrollado tanto monocultivos como cultivos de varias
especies en aguas residuales artificiales y reales, de modo que estudios
simultaneos sobre un extenso nimero de especies de microalgas han concluido
que éstas son aptas para la eliminacién de contaminantes en aguas residuales y
que la eficacia del proceso es muy prometedora. Los resultados muestran
porcentajes de eliminacion que alcanzan el 100% en algunos casos, variando en
funcibn de las condiciones de operacién, las especies empleadas y las

caracteristicas del agua residual.

Algunas de las especies estudiadas son Phormidium, Botryococcus,

Chlamydomonas, Scenedesmus obliquus, Spirulina platenses y Chlorella sp.

(HERNANDEZ et al., 2006). Estas especies pueden utilizar en su crecimiento

diferente compuestos de nitrégeno tales como amonio, nitrato o urea.

Hay que destacar el potencial que presentan las microalgas no sélo en
la eliminacién de nutrientes de las aguas residuales sino también en la eliminacién

de metales pesados en dichas aguas.

En el cuadro 5 se resumen algunas de las microalgas que han sido

empleadas en la depuracion de diversos tipos de aguas residuales. (XIN, 2010).
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Cuadro 5. Microalgas usadas en la depuracién de aguas residuales.

Microalga ‘ Tipos de aguas Residuales
Prototheca Zopfi Hidrocarburo derivado del petréleo.
Chlorella pyrenoudosa Tintes azoicos de aguas residuales
Residuos de ganaderia digeridos
Chilorella sp.
anaerébicamente

) Aguas residuales de industria del papel y
Ankistrodesmus y Scenedesmus

alperujos
Spirulina platensis Agua residual urbana
Chilorella sokoniana Agua residual en heterotrofia sin luz
Botryococcus braunii Agua residual tras tratamiento secundario

s » Altos niveles de amonio en efluente de
cenedesmus sp. ) ) )
digestiébn anaerobia

Fuente XIN, 2010.

2.7.2. Microalgas para la depuracién de aguas residuales industriales

En el caso de las aguas residuales industriales el principal interés no
suele ser la eliminacion de nutrientes sino la eliminacién de metales pesados, tales
como cadmio, cromo, zinc, etc., o compuestos téxicos organicos (hidrocarbonos,

biocidas, tensioactivos) que pueden ser fijados por determinadas microalgas.

Las microalgas fotosintéticas son capaces de acumular metales
pesados mediante adsorcién quimica, intercambio i6nico y quimisorcién, enlace
covalente, precipitaciéon de superficie, reacciones redox o cristalizacion sobre la
superficie de su pared celular. En ocasiones el metal es transportado al interior de

la célula como mecanismo de defensa para evitar su intoxicacién, o simplemente
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como medio para acumular elementos traza necesarios para su desarrollo. A su
vez, las microalgas son capaces de segregar metabolitos que actian como
agentes quelantes de iones metalicos. Otro motivo por el cual las aguas
industriales tratadas mediante microalgas presentan menor concentraciéon de
iones metalicos es la precipitacion quimica debido al aumento de pH asociado a la

fotosintesis.

En un estudio llevado a cabo por WANG Y MIN (2009) queda patente
que la capacidad de eliminar metales como hierro, aluminio, manganeso,
magnesio y zinc de las microalgas es mayor que la de la biomasa bacteriana y
fungica, estudiandose cuatro tipos diferentes de agua residual, obteniéndose

porcentajes de eliminacién de entre el 56 y el 100%.

Asi mismo, las algas (ej. Phormidium, Scenedesmus, Chlorella)
inmovilizadas en matrices sintéticas como acrilamida, poliuretano, resinas,
espumas de polivinilo o en polimeros naturales como alginato, carragenato, agar,
agarosa, asi como en quitosano, son capaces de eliminar diversos metales
pesados.

Existe un estudio en agua residual de una industria de fabricacion de
alfombras, donde las microalgas Chlorella saccharophila, Pleurochrysis carterae y
Botryococcus braunii son capaces de generar, sin embargo, una cantidad
importante de biomasa, que podria ser empleada para usos energéticos

(CHINNASAMY 2010).
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2.8. Estudios realizados en eliminacion de metales pesados con

microalgas.

TAPIA et al. (2011) realizaron én la Universidad de Atacama del
departamento de Metalurgia los experimentos de biosorcion batch y en continuo
para remover cobre desde soluciones acuosas usando como adsorbentes algas
verdes y residuos de aceituna en condiciones virgenes y activadas quimicamente.
Los resultados de la biosorcion a escala batch indican que las algas presentan
mayor capacidad de eliminacién que los orujos, alcanzandose captaciones de
cobre del orden de 96 % con algas activadas con disoluciones de Na2SOs bajo
condiciones 6ptimas de las variables estudiadas. Los resultados de los ensayos en
columna muestran que las algas virgenes captan mas iones cobre que las
activadas con Na2S0s, con eficacias de eliminacion del 98 % durante los primeros
20 min, con un tiempo de ruptura de 240 min y una saturacién a los 600 min. Al
ser sometidas a un segundo ciclo de biosorcion, las algas regeneradas muestran
un mejor rendimiento lo que indica que pueden ser usadas en otrd ciclo de

eliminacion.

ABALDE (1995) realizo estudios en Bioacumulacién de cobre en la
diatomea marina Phaeodactylum tricornutum Bohlin, indicando que La
bioacumulacién de metales pesados pbr las microalgas marinas es de particular
importancia ya que éstas constituyen el primer eslabén de la cadena tréfica
marina. Los resuitados obtenidos en este estudio muestran que la mayor parte del

cobre acumulado por las células de Phaeodactylum tricornutum se encuentra
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unido a la su-perficie de las mismas, con relaciones entre cobre adsorbido y cobre
total retirado superiores al 90%, mientras que el porcentaje de cobre acumulado
intracelularmente se sitta entre el 3 y el 6% del cobre total retirado. La cantidad de
cobre adherido a la superficie celular de esta diatomea aumenta con la
concentracién de cobre del medio, con un valor maximo de 1.52 x 106 |ig célula1,
para una concentraciébn de cobre en el medio de 1 mg 1. La capacidad de
acumulacion intracelular de cobre se satura a partir de 0.5 mg 1™ de cobre en el
medio, obteniéndose un valor maximo de cobre intracelular de 0.037 x 10"6 (ig

célula'.

XUECHENG Y SONG (2007) realizo estudios de investigacion en la
Universidad de China Con el objeto de limpiar cuerpos de agua que han sufrido
contaminacién por metales pesados, se han desarrollado técnicas de
biorremocién. En el presente estudio de laboratorio, se evalud la bioacumuiacién
de Pb% y Cd?*. Se utilizaron cianobacterias Synechocystis sp. PCC 6803,
organismo modelo que ha sido utilizado ampliamente en estudios genéticos,
fisiolégicos y morfolégicos. El crecimiento fue medido mediante el conteo de
células, revelando que a bajas concentraciones de Pb?* (0.5 y 1 yg mL-") su
influencia es positiva en Synechocystis sp. PCC 6803 resultando en una ligera
estimulaciéon del crecimiento. Sin embargo, la especie no pudo resistir periodos

largos expuestos a concentraciones altas de ambos metales (2, 4, 6 y 8 uyg mL™).

Las inhibiciones mas altas registradas después del periodo de

incubacién de 6 dias fueron de 53.14% y 70.07% para Pb? y Cd?*
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respectivamente a una concentracién de 8 ug mL-'. Se observé una rapida
remocién de los metales durante los dos primeros dias de incubacion, seguida por
una reduccién gradual. Sin embargo, s6lo se pudo encontrar una pequefia
diferencia en la cantidad acumulada, ya que el porcentaje de Pb?* removido de la
solucion fue mayor que el del Cd?+ en todos los tratamientos. Aunque las
diferencias entre las cantidades acumuladas de los dos metales son muy
reducidas, el porcentaje de Pb?* removido de la solucion fue mas alto que el de
Cd?* en el transcurso de incubacién. Las cantidades de metal acumulado
aumentaron en una relacién dependiente de la dosis para ambos metales. La
especie resulté ser un buen acumulador de metales con altos factores de

bioconcentracién, de 20 657 y 24 980 respectivamente para Pb2* y Cd?*.

VERANES et al (2011) el departamento de estudio sobre
Contaminaciéon Ambiental (DECA), Centro Nacional de Investigaciones Cientificas
(CNIC), Cuba, realizo estudio del comportamiento de la microalga Scenedesmus
obliquus para la precipitacién de cromo en albarial sintético con la finalidad de |
evaluar la aplicacién de la microalga Scenedesmus obliquus en la precipitacién de
cromo (Cr) de aguas residuales crémicas sintéticas. La microalga procedié de la
coleccion del Centro Nacional de Investigaciones Cientificas, se inmovilizé 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. La precipitacion fue el
proceso que se vio mas favorecido en la remocion del metal. Se lograron eficacias

mayores del 95 % en la remocién del cromo, o que se traduce en concentraciones
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del metal inferiores a la maxima permisible normada en aguas, segun la Norma
Cubana NC 27:1999, para la concentracién de 20 mg/L. Estos resultados sugieren
la capacidad de Scenedesmus obliquus para la remocién de cromo, mediante

precipitacion, en efluentes galvanicos en las condiciones estudiadas.

PELLON et al (2005) realizo estudios en la eliminacién de cromo y
cadmio mediante Scenedesmus obliquus en estado inmovilizado, empleando un
reactor con un cultivo de Scenedesmus obliquus inmovilizado. Se obtuvo una
eficiencia de eliminacién de Cr(lil) del 92,40 y del 95 % para el Cd(l). El rapido
ascenso experimentado en el pH tuvo un efecto importante sobre la forma de
eliminacion del metal por la microalga Scenedesmus obliquus, todo lo cual,
permitid que los metales en disolucién formaran un precipitado que sedimenta

formando un iodo de color verde-azul.

De esta manera, se logra recuperar del 83 al 85 % de la masa de los
iones metalicos presentes en el agua residual tratada. La temperatura del agua
residual se mantuvo entre 22,5 y 34 °C, condicién 6ptima para el buen desarrollo
del Scenedesmus obliquus, asi como del proceso de eliminacién de esos metales

pesados.



ll. MATERIALES Y METODOS
3.1. Lugar de ejecucion

El presente trabajo de investigacién se llevé a cabo en el Laboratorio
de Microbiologia de la Universidad Nacional Agraria de la Selva, politicamente
ubicado en el distrito de Rupa Rupa, provincia de Leoncio Prado y regién
Huanuco; con una altitud de 660 m.s.n.m., en coordenadas 09° 09' 00" de latitud

sury 75° 59’ 00" de longitud oeste.

_ MAPA DEL DEPARTAMENTO DE HUANUCO |
{J AN | s _PROVUSCIA DE LEOKCIO PRADO |

Lt ‘/-\
\
3

~

{ABORATORIO CE
HICROBIOLOGIA DE LA
UNIVERSIDAD NACIORAL

'+ AGRARIA DE LA SELVA-TINGO
PARIA

Figura 1. Ubicacion del lugar de ejecucioén.
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La colecta de muestras de microalgas se realizé en la Piscigranja Villa

Hidalgo ubicado en el Distrito de Padre Felipe Luyando — Naranjillo, con
coordenadas UTM 391102 E - 8981956N y en la laguna de los Milagros ubicado
en el Distrito José Crespo y Castillo - Aucayacu, con coordenadas UTM 390615

Este, 8989104

3.1.1. Caracteristicas ambientales del lugar de muestreo.

3.1.1.1. Elclima

El clima en la provincia de Leoncio Prado la precipitacién alcanza los
3,300 mm al afio, su temperatura varia desde 18 °C hasta 36 °C, la humedad
promedio anual de 80%., la laguna de los Milagros se encuentra entre los 2000 a
4,000 ml de precipitacion anual, el clima es hiumedo y la evapotranspiracion esta
entre 0.5 a 1, Villa Hidalgo el clima es himedo y la evapotranspiracién de 0.25 a

0.50.

3.1.1.2. Zona de vida

De acuerdo a la clasificacién ecolégica de las zonas de vida de
(HOLDRIDGE, 1987) dichas areas pertenecen a la formacién vegetal de bosque
muy himedo Pre Montano Tropical (bmh - PT) y bosque himedo Tropical (bh-T),

perteneciendo a la Ecorregién de Selva alta.
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3.1.1.3. Suelo

El uso actual de suelos de las areas de colecta es destinada a la

crianza de peces de distintas especies.
3.1.1.4. Accesibilidad

La zona de coleccién de muestras se realiz6 a través de la carretera
central entre la ciudad de Tingo Maria - Aucayacu en la laguna de los Milagros a
25 km de recorrido y la piscigranja Villa Hidalgo Naranjillo esta a 15 km en

vehiculo motorizado.
3.2. Materiales y equipos

3.2.1. Componentes en estudio

Microalgas verde amarillentas dulceacuicola del Genero Diatomea.

3.2.2. Materiales y equipos de campo

En la coleccion de las muestras de agua con microalgas, se utilizd
frascos de vidrio 1 L esterilizados asi como también guantes y mascarillas,

ademas del respectivo kooler para el transporte de muestras rotuladas.

3.2.3. Materiales y equipos de gabinete

Materiales biolégicos colectados, centrifuga para purificaciéon de

microalgas, tubos de centrifugas con tapa rosca de 50 mi, fotobiorreactor para el
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crecimiento celular, matraces de 300 ml, bomba de aire de pecera (AIR PUMP
JUNIOR) la que proporcioné 1,100 mL/min de O2, medio de cultivo, capsulas de
fluconazol 75 mg, ceftriazona de 1gr, para la eliminacién de hongos y bacterias,

vitaminas complejo B para el crecimiento de las muestras colectadas.

3.3. Metodologia
3.3.1. Montaje del Fotobiorreactor.

El Sistema del Fotobiorreactor fue disefiado incluyendo un soporte de
madera para seis fotobiorreactores de 55 cm de largo y 4.5 cm de diametro para
un volumen de 600 ml, adaptados a un temporizador programado cada 18 horas
de luz y 6 horas apagado creando condiciones adecuadas a un ambiente natural,
un sistema dé electrificaciébn de la luz de 1,600 Lumen de 20 wats para la
fotosintesis de la microaigas, y un sistema de aireacion con bombas de oxigeno
AIR PUMP JUNIOR) la que proporcion6 1,100 mL/min de Oz para el crecimiento
de las microalgas y matraces de 300 ml con solucién saturada de NaCl como

filtros para aire.
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Figura 2. Diagrama de Flujo del Fotobiorreactor usado en el crecimiento celular de

microalgas

3.3.2. Reconocimiento de la zona de estudio

Los .estudios se realizaron en diferentes cuerpos de agua de la
Piscigranja Villa Hidalgo de coordenadas UTM 391102 Este, 8981956 Norte,
ubicado en el distrito de Felipe Luyano - Naranjillo y la laguna de los Milagros
coordenadas UTM 390615 Este, 8989104 Norte en el distrito de Jose Crespo y

Castillo - Aucayacu.
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3.3.3. Recoleccién de muestras
Se realiz6 la recoleccibn de las Microalgas de las aguas de la
Piscigranja Villa Hidalgo y Laguna de los Milagro en frascos de 1 L esterilizados,
para luego ser llevada a las Instalaciones del Laboratorio de Microbiologia de la

Universidad Nacional Agraria de la Selva, para su identificacién y separacién de

las muestra.

3.3.4. Cosechade Microalgas

La cosecha de las microalgas recolectadas fueron realizadas por
centrifugacién para Iuego separar el sobrenadante por drenaje (MOLINA, 2003), el

cual fue desechado.

Al sedimento solido colectado se agregd 45 ml agua destilada se
volvié a centrifugar por tres veces hasta obtener una cosecha de microalgas

puras.

3.3.5. Preparacion de Medio de Cultivo Liquido
Consistié en la preparacion de Medio MIGUEL (ALLEN — NELSON

1910), para microalgas dulce acuicolas, quien recomienda usar agua destilada y

adicionar a los ingredientes.
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Cuadro 6. Reactivos usados en la elaboracién del medio MIGUEL (ALLEN -

NELSON 1910) para la inoculacién de Microalgas

REACTIVOS
Solucién A KNO3 20.2 gr
H20 100 ml
Solucion B NazHPO+12H20 4gr
CaCl6H20 4qgr
FeCl2 2ml
H20 80 ml

Fuente Allen Nelson, 1910.

Para la preparacion del medio de cultivo agrego 2 ml de la solucién A,
1 ml de la solucién B, el cual se deposité en matraces de 1 L y 0.1 mg de
bicarbonato de sodio los cuales fueron llevado a bafio Maria por espacio de 20
minutos a una temperatura de 70°C, luego es retirado hasta que baje la
temperatura y se procede a colocar los antibiéticos (1 capsula de fluconazol de 75
mg, 0.3 gr de ceftriazona de 1gr) para evitar el crecimiento de hongos y bacterias;
vitaminas (1 capsula de complejo B), generando condiciones adecuadas, al
término de este proceso se depositaron las muestras de microalgas purificadas en
los fotobiorreactores junto a los medio de cultivo por espacio de 20 dias tiempo
maximo, para su propagacién y encontrar su punto optimo de saturacion que
fueron usadas como algas eficientes para la degradacién de metales pesados,

teniendo en cuenta las mediciones de pH, OD e intensidad de Luz.
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3.3.6. Analisis de Biorremocion

Los analisis de Biorremocion se llevaron a cabo por separado
utilizando tubos de centrifuga con tapa rosca de 50 ml. La suspensién algal fue
tratada inicialmente con varias concentraciones de metal (0, 5,10, 160, 625, 1000,
y 2500 mg/L) como se aprecia en los Cuadros 7, 8 y 9, homogeneizada
continuamente en los Fotobiorreactores. La incubacién fue realizada durante 6
dias en las condiciones anteriormente mencionadas. Cada dos dias se tomaron
alicuotas de 20 mL de cada suspension, las cuales fueron centrifugadas 7 500 rpm
por 20 min separando el sobrenadante para determinar Iés concentraciones
metalicas en el medio (VOLESKY, 1990), durante 10 dias calendarios hasta su

punto de saturacion.

Cuadro 7. Primera Evaluacién de Cd?* durante dos semanas, a diferentes

concentraciones (0, 5, 10 mg/L)

Primera Evaluacion de Cd en mg/L

0 mg 5mg 10 mg

Tiempo TO1 TO1 T1 T1 T2 T2
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Cuadro 8. Segunda Evaluacion de Cd?* durante dos semanas, a diferentes

concentraciones (0, 160, 625 mg/L).

Segunda Evaluacién de Cd en mg/L
O mg 160 mg 625 mg

Tiempo - T02 T02 T3 T3 T4 T4

Cuadro 9. Tercera Evaluacion de Cd?* durante dos semanas, a diferentes

concentraciones (0, 1000, 2500 mg/L)

Tercera Evaluacién de Cd en mg/L

Omg 1000 mg 2500 mg

Tiempo TO3 T03 5 T5 T6 T6

Para calcular el factor de bioconcentracion (BCF) se utiliz6 la
proporcion entre la cantidad acumulada, que incluia el metal contenido en el
precipitado adherido a la pared celular y el acumulado en las células, y la

concentracion de metal en la solucion.

3.3.7. Nonitoreo de Crecimiento Celular.

Para el monitoreo del crecimiento celular se usé una micropipeta para
la toma de muestra microalgal y se desliza en la camara que previamente tiene

adherido el cubreobjetos, se deja pasar 5 a 10 minutos para que la muestra se



estabilice; se procede a contar mediante un contador de mano, como se aprecia

en la Figura 3.
f h
u )
Cdmaras daétao \Ptotoformo de deslizamiento del cubre

objetos
Cubre objetos

)

-~ Profundidod 0.1 mm.

Figura 3. Procedimiento para realizar el conteo Celular

Para la cuantificaciéon celular se realizd el conteo de cada cuadrante y
la sumatoria promediado entre la cantidad de cuadriculas (4) multiplicado por el

factor de profundidad 10000 del hematocimetro (LOPEZ, 1993)
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Figura 4. Modelo de conteo de cuadriculas del hematocimetro o camara de

neubauer.

3.3.8. Determinacion de Cd por Fotoespectrometria

La determinacién de la cantidad de cadmio retirado del medio por la
microalga ensayada, se realizd utilizando un método de Fotoespectrometria de
absorcion atémica transcurridas 72 horas de exposicibn a las distintas
concentraciones del metal, es llevada a centrifugacién por espacio de 15 a 20
minutos a 7500 rpm los que se separan en dos fracciones una de ellas se utiliza
para medir el cadmio total retirado por las células microalgales La concentracion

de Cadmio en la muestra se determina por espectfo-fotometria de absorcién
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atomica en un espectrofotometro VARIAN, modelo EspectrAA 55B. (STAUBER &

FLORENCE, 1985).

3.3.9. Medicion de parametros ambientales

Se registré la iluminacién, Oxigeno Disuelto y el pH, en el caso de la
lluminacién se evalué la intensidad de Luz con el Luxémetro, el Oxigeno Disuelto y
el pH se evaluaron al inicio de cada prueba y durante las lecturas a realizar con el

Espectrofotometro.

3.3.10. Diseiio experimental.

Se tuvo un disefio experimental de diferentes concentraciones de contaminantes
(5,10, 160, 625, 1,000, y 2,500 mg/L), por espacio de 10 dias calendarios,
teniéndose seis tratamientos y un testigo, con dos repeticiones cada uno tal como

se aprecian en el cuadro 9.
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Cuadro 10. Disefio Experimental para la remocién de cadmio con microalgas

Tratamiento Contaminante mg/L Repeticiones
TO 0 2
T1 5 2
T2 10 2
T3 160 2
T4 625 2
T5 1000 2
T6 2500 2

3.4. Determinacién del Porcentaje de Remociéon de Cadmio

Con los resultados Obtenidos en las mediciones con el espectrofotometro
de la Remocién de Cadmio para luego ser comparados con la eficiencia de
remocion de 75% se calculdé el porcentaje de remocién haciendo uso de la

siguiente féormula:

C.

! 'Imxzoo

[

% de Remocién =

Donde:
Cl= Concentracién inicial de la muestra de Cadmio

CF= Concentracion Final de la muestra de Cadmio
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3.5. Anélisis estadistico

Los datos obtenidos de la cuantificacion de las especies encontradas

se realizaron bajo las Pruebas Estadisticas de Tukey.

3.5.1. Prueba de Tukey

Para el contraste se utiliz6 la prueba estadistica Tukey al 5% de error
a fin de determinar entre tratamientos hubo diferencias significativas, para un nivel
de significacion 5%, utilizando el programa Statgraphics Centurion XVil en

espaiiol.

3.5.2. Coeficiente de _Variabilidad:

Es una medida de variabilidad de los datos que se expresa en porcentaje
en La cual se comparar la desviacién estandar con el respectivo valor Es una
medida de variabilidad de los datos que se expresa en porcentaje en la cuales
comparar al a desviacion estandar con el respectivo valor del promedio de los

datos.
oV = @ x100

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 variabilidades alta (RUBIO, 2010)
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3.5.3. Analisis de Variable

Para el ajuste estadistico se realiz6 un ANOVA Multifactorial con 6
tratamientos, 2 repeticiones, evaluados en tiempo y tratamientos, Utilizando el
programa Statgraphics Centurion XV.II en espafol para un nivel se significancia

del 5% (BETETA, 2012).



IV. RESULTADOS
4.1. Determinacion de microalgas con potencial de remocién de cadmio

Se encontraron diferentes especies de microalgas en los cuerpos de
agua de la Piscigranja Villa Hidalgo y de la Laguna de los Milagros, de los cuales
fueron llevados a una primera fase de adecuacién al medio de cultivo, para
posteriormente aplicarse las diferentes clases de contaminantes, las microalgas
encontradas pertenecian a las especies de agua dulce como se puede apreciar a

continuacion:

Cuadro 11. Especies de microalgas encontradas en los puntos de muestreos.

LUGAR
Villa Hidalgo Laguna de los Milagros
Stauroneis sp
Cosmarium Sp
Cymbella sp

Scenedesmus Sp
Pinnularia maior
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4.1.1. Clasificacién de especies encontradas en la piscigranja Villa

Hidalgo.

a. Cosmarium sp

Dominio: Eucarya

Division: Algae

Clase: Zygnematophyceae

Orden: Desmidiales

Genero: Cosmorium

Figura 5. Cosmarium sp. especie de microalga dulce acuicola



b. Scenedesmus obliquus

Dominio: Eucarya

Division: Algae

Clase: Chlorophyceae

Orden: Sphaeropleales

Familia: Scenedesmaceae

Género: Scenedesmus

Especie: Obliquus

Figura 6. Scenedesmus obliquus, especie de microalga dulce acuicola
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4.1.2. Clasificacion de especies encontradas en la laguna de los

Milagros

a. Stauroneis sp.

Dominio: Eucarya

Divisiéon: Algae

Clase: Bacillariophyceae

Orden: Naviculales

Familia: Stauroneidaceae

Genero: Stauroneis

Figura 7. Stauroneis sp., especie de microalga dulce acuicola
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b. Cymbelia sp.

Dominio: Eucarya

Divisién: Cianobacteria

Clase: Bacillariocianobacteria

Orden: Cymbellales

Familia: Cymbellaceae

Género: Cymbella

Figura 8. Cymbella sp., especie de microalga dulce acuicola
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c. Pinnularia maior

Dominio: Eucarya

Divisiéon: Algae

Clase: Bacillariophyceae

Orden: Naviculales

Familia: Pinnulariceae

Genero: Pinnularia

Especie: maior

Figura 9. Pinnularia maior., especie de microalga dulce acuicola
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4.2. Determinacion del grado de tolerancia de las algas al contaminante

cadmio para su crecimiento
4.2.1. Remocién de Cadmio

Se dio inicio con diferentes concentraciones de contaminantes para cada
tratamiento, los cuales fueron evaluando cada dos dias, por espectrofotometria de
absorcidn aténica, obteniéndose una base de datos desde el primer dia en cada

repeticion y verificar la degradacién de cadmio.

2001
=
£ —O—-Tratamiento 1
- 1501
S —O—Tratamiento 2
® v
2 ~O~=Tratamiento 3
-© 1001 o,
'g ~=O-=Tratamiento 4
£ —O—Tratamiento 5
o _
g 501 —O—Tratamiento 6
o

1

Tiempo (dfas)

Figura 10. Niveles de remocion de cadmio por tratamiento y dias



55

Asimismo los valores encontradbs en el ANOVA demuestran que hay

diferencia significativa en los resultados de la degradacién de cadmio,
contrastando los tratamientos y el tiempo a los que fueron sometidos, valor de P <
0.05, lo que se muestra en el Cuadro 11, contrastando con las pruebas estadistica

de Tukey referenciados en los cuadros 12y 13.

Cuadro 12. Anélisis de Varianza para degradaciéon de cadmio

Suma de Gl Cuadrado Razén-F  Valor-

Fuente Cuadrados Medio P
EFECTOS PRINCIPALES .

A:Tiempo 3.679140 3 1226380 8.16  0.0002
B:Tratamiento 3.191770 6 531961 3.54 0.0058
RESIDUOS 6.916300 46 150354

TOTAL (CORREGIDO) 1.3787200 55
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Cuadro 13. Prueba de Tukey para degradacién de cadmio con respecto al

tratamiento.
Tratamiento Casos Media LS Sigma LS Grupds Homogéneos

TO 8 0 137.092
T1 8 1.5285 137.092 X
T2 8 2.87212 137.092 X

T3 8 41.8337 137.092 X
T4 8 163.719 137.092 XX
T5 8 277.975 137.092 XX
T6 8 704.446 137.092 X

Cuadro 14. Prueba de Tukey para degradacién de Cadmio con respecto al tiempo

Tiempo Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
9 14 20.1834 103.632 X |
6 14 22.0879 103.632 X
3 14 247999 103.632 X

1 14 614.286 103.632 X
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4.2.2. Densidad Celular

Los datos obtenidos respecto a la dénsidad celular se puede apreciar

que si hay diferencia réspecto a los Tratamientos.
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25000000
== Control

20000000 === Tratamiento 1

=== Tratamiento 2
15000000

—t=Tratamiento 3

~3=Tratamiento 4
10000000

- Tratamientc 5

DENSIDAD CELULAR DE MICRUOALGAS

= Tratamiento &
5000000

TIEMPO (DIAS)

Figura 11. Densidad Celular de micrdalgas de tratamiento por diés

Los valores encontrados eh él ANOVA indican que tienen uh efecto
estadisticamente significativo - sobre Densidad celular, contrastando los
~ tratamientos y el tiempo a los que fueron sometidos, puesto que 2 valores P<0.05,
'es.tos faciores tienen un efecto _estadfsticamenfé significativo sobre Densidad

celular con un 95.0% de nivel de confianza, lo que se muestra en el Cuadro 14,
contrastando con las pruebas estadistica de Tukey referenciados en los cuadros

15y 16.



Cuadro 15. Andlisis de Varianza para la Densidad Celular
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Suma de Cuadrado Razén-F Valor-
Fuente Cuadrados Medio P
EFECTOS PRINCIPALES
A:Tiempo 5.07259E" 6 1226380 8.45431E'® 0.0043
B:Tratamiento 1.60341E"S 3 531961 5.3447E  0.0000
RESIDUOS 1 .04924E1j" 46 150354
TOTAL (CORREGIDO) ~ >1599E%™ 85

Cuadro 16. Prueba de Tukey de la Densidad Celular Con Respecto al Tratamiento

Tratamiento  Casos Media LS SigmalS Grupos Homogéneos

TO 8 ~1.28375E° 1.68854E® T X

T1 8 3.14781E" 1.68854E8 XX
T2 8 5.14781E" 1.68854E° XX
T3 8 5.55219E° 1.68854E°® XX
T4 8 8.04219E" 1.68854E° XX
T5 8 9.34594E" 1.68854E® X
T6 8 1.00977E7 1.68854E® X
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Cuadro.17. Prueba de Tukey de la Densidad con respecto al tiempo.

Tiempo Casos Media LS SigmalLS  Grupos Homogéneos
1 14 1.4153E8 1.27642E°® X
3 14 2.73518ES 1.27642ES® X
6 14 5.13917ES 1.27642E° X
9 14 1.50632E7 1.27642E° X

4.3. Eficiencia de Remocion de cadmio

De los resultados obtenidos se observa que la eficiencia de remocién

al 75% de las microalgas indica que las Microalgas Dulceacuicolas son capaces

de remover mas del 90% de Cadmio.

Cuadro 18. Eficiencia de remocién de cadmio

Tratamientos

Cl CF %
Tratamiento 1 5 0.31 93.87
Tratamiento 2 10 0.41 95.885
Tratamiento 3 160 1.58 99.01
Tratamiento 4 625 9.21 98.52
Tratamiento 5 1000 4415 95.585
Tratamiento 6 2500 104.51 95.819
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En la figura 14 se puede apreciar que el porcentaje de Remociéon

supera los 75% del parametro del disefio por lo que indica que las microalgas son

capaces de remover ei cadmio encontrado en los cuerpos de aguas
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Figura 12. Eficiencia de remocién de cadmio con microalgas a diferentes

tratamientos
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V. DISCUSION

5.1. Microalgas dulceacuicola con potencial de remocién de cadmio

HERNANDEZ et al. (2006), indica que el extenso nimero de especies
de microalgas han concluido que éstas son aptas para la eliminacion de
contaminantes en aguas residuales y que la eficacia del proceso es muy
prometedora. Algunas de las especies estudiadas son Phormidium, Botryococcus,
Chlamydomonas, Scenedesmus obliquus, Spirulina platenses y Chlorella sp.,
destacando el potencial que presentan las microalgas no sélo en la eliminacién de
nutrientes de las aguas residuales sino también en la eliminacién de metales
pesados en dichas aguas.

En el cuadro 11 la diversidad de microalga encontradas durante la
investigacion fueron de 5 tipos de microalgas, siendo la mas predominante la
especie Scenedesmus obligqus (figura 6), lo cual demuestra su capacidad de
remocion y resistencia a las diferentes concentraciones de cadmio aplicadas
(cuadro 7,8,9); VERANES et al (2011) realizé estudio del comportamiento en la
microalga Scenedesmus obliquus en la precipitacion de cromo (Cr) de aguas
residuales cr6micas sintéticas con concentraciones iniciales del metal de 20, 60 y

100 mg/L, quien no resisti6 a otras concentraciones de contaminantes.
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5.2. Grado de tolerancia de las algas al contaminante Cd para su

crecimiento.

El cultivo de microalgas se encontraban con un pH 6ptimo para su
crecimiento y propagaciéon, 7y 9 de pH como se puede observar en los cuadros
28, 29 y 30 lo mismo que influenciaron en la densidad celular de las Microalgas;
para RICHMOND (2004), cada especie de microalga tiene un rango de pH para
que su crecimiento sea 6ptimo, dependiendo de qué especies quimicas esté mas
habituada a asimilar. El pH en la mayoria de cultivos de microalgas se encuentra
entre 7 y 9, con un éptimo entre 8,2-8,7; también el pH se consigue mediante
aireacién o inyeccidn controlada de CO2, pero también mediante la adiccion de

acidos o bases.

Nuestro investigacién (figura 11) tuvieron un rango de tolerancia hasta
el tercer tratamiento 160 mg/L, a partir del cuarto tratamiento 625 mg/L, se
observé el decaimiento celular debido a la altas concentraciones a la cual fueron
expuestas las microalgas del tratamiento 4, 5 y 6, con concentraciones de cadmio
de 625, 1000 y 2500 mg/L, lo cual denota la intolerancia de las microalgas a partir
de estas concentraciones lo que explica el decaimiento que se observa en el

cuadro 10.

Al respecto de lo indicado XUECHENG Y SONG (2007) evaluaron la
bioacumulacion de Pb?* y Cd?*. Se utilizaron cianobacterias Synechocystis sp.

PCC 6803, El crecimiento fue medido mediante el conteo de células, revelando
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que a bajas concentraciones de Pb?* (0.5 y 1 ug mL™) su influencia es positiva en
Synechocystis sp. PCC 6803 resultando en una ligera estimulacion del
crecimiento. Sin embargo, la especie no pudo resistir periodos largos expuestos a
concentraciones altas de ambos metales (2, 4, 6 y 8 uyg mL™"), observando una
rapida remocién de los metales durante los dos primeros dias de incubacién,

seguida por una reduccién gradual.

En el caso de las microalgas (figura 11) se tiene un rango de
tolerancia hasta el tercer tratamiento, a partir del cuarto tratamiento se observé el
decaimiento celular debido a la altas concentraciones a la cual fueron expuestas
las microalgas del tratamiento 4, 5 y 6, con concentraciones de cadmio de 625,
1000 y 2500 mg/L, lo cual denota la intolerancia de las microalgas a partir de estas

concentraciones lo que explica el decaimiento que se observa en el cuadro 10.

5.3. Eficiencia de Remocién de Cd en funcién al tiempo de exposicion.

Al realizar las pruebas de eliminacién de cadmio durante los 9 dias de
evaluacion el tratamiento 3 fue el mas eficiente con 160 mg/L el Primer dia a 1.58
mg/L al novenos dia, con lo que alcanzo una eficiencia de 99.01%, superando el
limite establecido de 75% del parametro de disefio. Por lo que HERNANDEZ et al.
(20086), corrobora los resultados obtenidos muestran porcentajes de eliminacién
que alcanzan el 100% en algunos casos, variando en funcién de las condiciones

de operacion, las especies empleadas y las caracteristicas del agua residual.



V. CONCLUSION

Scenedesmus obliquus , fue la microalga verde amarillenta con mayor
potencial de remocién y resistencia a diferentes concentraciones de Cadmio

al presentar mayor densidad celular.

El grado de tolerancia de las microalgas se encuentran entre los 5, 10, 160

mg/L de cadmio, donde se registra la mayor densidad de microalgas.

El tratamiento 3 (160 mg/L) obtuvo el mayor porcentaje de remocién de

Cadmio con un total de 99,32%, removiendo 158.917 mg/L de Cd?

El tratamiento 1 (5 mg/L de Cd 2*) logro remover hasta 0.301 mg/L, siendo
aun una cifra elevada considerando el estandar de calidad ambiental (0.01

mg/L)



Vil. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar las evaluaciones de cada muestra por separado

segun el lugar de colecta.

Implementar el laboratorio con equipos apropiados en un futuro poder
realizar evaluaciones directas con las microalgas y de esta manera

contrastar los valores obtenidos en el agua y en las células microalgales.

Instalar un cepario con cultivos de especies que sean fuente de

abastecimiento para remociones futuras de metales pesados.

Disefiar un protocolo que permite la utilizacion de microalgas para remover

Cd?* a partir de vegetales y suelos a nivel de la zona



VIIl. ABSTRACT

Technique bioremotién developed to assess the biorremocion of
Cd?* using green algae yellow freshwater bf diatoms group collected the bodies of
waters Piscigranja Villa Hidalgo and lagoon of Miracles in the city of Tingo Maria,
worked on site Microbiology Laboratory of the National Agrarian University of the

Jungle, using a photobioreactor own.

The growth was determined by direct count, revealing that at low
concentrations of Cd?* (5, 10, 160 mg/L) allows the development of microalgae
Scenedesmus obliquus. But not withstand long periods of exposure to high

concentrations (625, 1,000, and 2,500 mg/L).

A quick removal of cadmium was observed during the first two
days of incubation, followed. by a gradual reduction in the readings observed by
atomic absorption spectrophotometer with a difference between the initial
concentrations of cadmium; in three of the samples installed appreciated that
biorremocién microalgae was efficient for 5, 10, 160 mg / L, but other
concentrations of Cd?* (625, 1,000, and 2,500 mg/L) reduction of Cd?* was not

same as at the beginning of the assessments, while at concentrations of 2,500
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mg/L Cd?* microalgae fail to grow resulting in the death the third day of incubation.

This species proved a good remedial of Cd?* with high capacity biorremocion.

Keywords: Biorremocién, microalgae, Scenedesmus obliquus, Fotobiorreactores
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X. ANEXO

ANEXO A. PRUEBAS ESTADISTICAS DE LOS PARAMETROS
FISICOQUIMICOS.

A.1 Degradacién del cadmio

Cuadro 19. Niveles de degradacién de cadmio pof tratamiento por dia

Tiempo
Repeticion 1 Repeticion 2
dias
1 5 5
_ 3 0.448 0.429
Tratamiento 1 6 0.361 0.377
9 0.301 0.312
1 10 10
_ 3 0.579 0.586
Tratamiento 2 6 0.464 0.525
9 0.396 0.427
1 160 160
3 2.184 4,078
Tratamiento 3 6 2125 3127
9 1.083 2.073
Tratamiento 4 1 625 625
3 10.414 11.321



Tratamiento 5

Tratamiento 6

Control

O O W = O O W =2 O© OO W -~ O O

9.611
9.074
1000
22.9
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10.5
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104.92
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Cuadro.20. Medias por Minimos Cuadrados para remocién de Cadmio, con

intervalos de confianza del 95.0%.

Error Limite Limite
Nivel Casos Media Est. Inferior Superior
MEDIA GLOBAL 56 170.339
Tiémpo

1 14 614.286 103.632 405.685 822.887

3 14 24.7999 103.632 -183.801 233.401

6 14 22.0879 103.632 -186.513 230.689

9 14 20.1834 103.632 -188.417 228.784

Tratamiento

T0 8 0 137.092 -275.953 275.953

T 8 1.5285 137.092 -274.424 277.481

T2 8 2.87212 137.092 -273.081 278.825

T3 8 41.8337 137.092 -234.119 317.787

T4 8 163.719 137.092 -112.234 439.672

T5 8 277.975 137.092 2.02206 553.928

T6 8 704.446 137.092 428.493 980.399
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Cuadro 21. Contraste prueba estadistica Tukey Degradacién de cadmio con

tratamientos

Contraste  Sig. Diferencia

TO-T1 -1.5285
TO-T2 -2.87212
TO-T3 -41.8337
TO- T4 -163.719
TO-T5 -277.975
TO-T6 * -704.446
T1-T2 -1.34363
T1-T3 -40.3053
T1-T4 -162.191
T1-T5 -276.447
T1-T6 » -702.918
T2-T3 -38.9616
T2-T4 -160.847
T2-T5 -275.103
T2-T6 . -701.574
T3-T4 -121.885
T3-T5 -236.141

T3-T6 * -662.612



T4-T5 -114.256
T4-T6 -540.727
T65-T6 -426.471

* indica una diferencia significativa.
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Cuadro 22. Contraste prueba estadistica Tukey Degradacion de metales pesados

con tiempo.

Contraste Sig. Diferencia

1-3 * 580.486
1-6 * 592.198
1-9 * 594.102
3-6 2.712
3-9 4.61657
6-9 1.90457

* indica una diferencia significativa
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A.2 Densidad Celular

Cuadro 23. Densidad celular a diferentes concentraciones de Cd (0, 5, 10, 160,

625, 1000, 2500 ppm)

Concentraciones )
Dia 1 Dia 3 Dia 6 Dia9
mg/L
0 1295000 2910000 5390000 29412500
0 1377500 3017500 5270000 29197500
0 1540000 3005000 6837500 30057500
Tratamiento 0
0 1572500 3152500 6510000 29970000
0 1370000 3057500 6577500 29870000
0 1415000 3037500 6310000 30192500
5 1360000 2972500 5820000 27182500
Tratamiento 1
5 1252500 2997500 6162500 27020000
10 1307500 3022500 6307500 22067500
Tratamiento 2
10 1342500 3060000 6267500 20962500
160 ' 1417500 2940000 5820000 11785000
Tratamiento 3
160 1492500 2980000 6162500 11820000
625 1580000 2817500 6307500 9872500
Tratamiento 4
625 1525000 2790000 6267500 10022500
1000 1402500 2722500 4217500 4360000
Tratamiento 5
1000 1390000 2750000 4057500 4282500
2500 1480000 1572500 1127500 932500

Tratamiento 6
2500 1407500 1607500 1132500 1010000
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Cuadro .24. Medias por Minimos Cuadrados para la Densidad Celular, con

intervalos de confianza del 95.0%.

Nivel Casos Media Error Est Limit'e Limi-te
Superior Inferior
MEDIA GLOBAL 56 6,09E10
Tratamiento

TO 8 1,01E"2 1,69E" 6,70E" 1,35E12

T1 8 9,35E" 1,69EM 5,95E 1 1,27E12

T2 8  8,04E™ 1,69E" 4,64E"  1,14EM

T3 8 5,55E" 1,69EM 2,15eM 8,95E"

T4 8 5,15eM 1,69E" 1,75EM 8,65

T5 8 3,15EM 1,69E" -251058. 6,55E"

T6 8 1,28E" 1,69E" -2,12eM 4,68E"

Tiempo

1 14 1,42E10 1,28E" -1,15EM 3,98E10

3 14 2,74M 1,28E" 165874. 5,30E"

6 14 5,14E" 1,28EM 2,57E" 7,71EM

9 14 1,51E12 1,28E™ 1,25E12 1,76E12
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Figura 18. Grafico Dispersion de Degradacion de la Densidad Celular respecto al

Tiempo
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ANOVA Grafico para Densidad celular
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Figura 19. Grafico de ANOVA para la densidad celular

Cuadro 25. Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD para la Densidad celular por

Tratamiento

i ) ) Grupos
Tratamiento Casos Media LS Sigma LS
Homogéneos

T6 8 1,28E 1,69E" X

T5 8 3,15E" 1,69EM XX
T4 8 5,156E" 1,69E" XX
T3 8 5,55E" 1,69E" XX
T2 8 8,04E"" 1,69E" XX
T1 8 9,35E" 1,69E" X
TO 8 1,01E"2 1,69E1 X
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Cuadro 26. Medias por Minimos Cuadrados para la Densidad Celular, con

intervalos de confianza del 95.0%

Contraste Sig. Diferencia  +/- Limites
TO-T1 751771. 7,36E"
T0-T2 2,06E" 7,36E"
TO-T3 4,55eM 7,36E"
TO-T4 4,95E10 7,36E™"
T0-T5 6,95E" 7,36E"
TO-T6 * 8,81E" 7,36E™"
T1-T2 1,30E" 7,36E"
T1-T3 3,79EM 7,36E"
T1-T4 4,20E" 7,36E"
T1-T5 6,20E" 7,36E"
T1-T6 * 8,06E" 7,36E"
T2-T3 2.49E° 7,36E"
T2-T4 2,89E" 7,36EM
T2-T5 4,89 7,36E"
T2-T6 6,76E" 7,36E"
T3-T4 404375. 7,36E"
T3-T5 2,40E" 7,36E"
T3-T6 4,27e" 7,36E"
T4-T5 2.E® 7,36E"
T4-T6 3,86E" 7,36EM
T5-T6 1,86E" 7,36E"
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Medias y 95.0% de Tukey HSD
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Figura 20. Rango Densidad Celular por tratamiento

Cuadro 27. Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD para la Densidad celular por Tiempo

i ) . Grupos
Tiempo Casos Media LS Sigma LS
Homogéneos
1 14 1,42E10 1,28E" X
3 14 2,74M 1,28E" X
6 14 5,14E" 1,28E" X
9 14 1,51E12 1,28E" X
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Cuadro 28. Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD para la Densidad celular por Tiempo

Contraste Sig. \ Diferencia +/- Limites
1-3 -1.31988E® 4.81193E®
1-6 -3.72387E® 4.81193E"
1-9 * -1.36479E7 4.81193E®
3-6 -2.40399ES 4.81193ES
3-9 * -1.2328E’ 4.81193E®
6-9 | * -9.92399ES" 4.81193E¢

Medias y 95.0% de Tukey HSD
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Figura 21. Rango Densidad Celular por tiempo



Cuadro 29. Porcentaje de Remocién de Cadmio a los 9 dias

88

Tratamientos Repeticiones Cl CF %

R1 5 0,301 93,98
Tratamiento 1

R2 5 0,312 93,76

R1 10 0,396 96,04
Tratamiento 2

R2 10 0,427 95,73

R1 160 . 1,083 99,32313
Tratamiento 3

R2- 160 2,073 98,70438

-R1 625 9,074 98,54816

Tratamiento 4

R2 625 9,351 98,50384

R1 1000 10,5 - 98,95
Tratamiento 5

R2 1000 77.8 92,22

R1 2500 104,82 95,8072
Tratamiento 6 '

R2 2500 104,2

95,832




ANEXO B.

REGISTRO DE MEDICION DE pH.

B.1 Evaluacién de pH para cada muestra en evaluacién concentraciones

diferentes de cadmio.

Cuadro 30. Medicién de pH para la primera evaluacion

89

pH/
Testigo= 0 5mg 10 mg
Tratamiento ’
pH pH1 pH 2 pH1 pH 2 pH1 pH 2
1 9,2 9,17 8,83 8,15 7,99 8,06
2 9,72 9,61 9,22 8,97 8,52 8,64
Cuadro 31. Medicién de pH para la segunda evaluacion
pH/
Testigo=0 160 mg 625 mg
Tratamiento
pH pH1 pH2  pH1 pH2 pH1 pH 2
1 8,48 8,62 8,21 7,94 7,88 7,36
2 9,71 9,64 8,54 8,58 8,47 8,42




Cuadro 32. Medicion de pH para tercera evaluacion

90

pH/
, Testigo=0 1000 mg 2500 mg
Tratamiento '
pH pH1 pH 2 pH1 pH 2 pH1 pH 2
1 8,1 9,46 8,92 8,41 7,03 6,84
7,18 7,14

2 9,56 9,54 8,36 8,16
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ANEXO C. PANEL FOTOGRAFICO

Figura 23. Separacién de Muestras de Microalgas para ser llevado a la centrifuga.
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Figura 25. Resultado de proceso de centrifugado microaigas deparas del cuerpo

de agua.



Figura 27. Muestras Instaladas para su Evaluacion.
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Figura 28. Microalgas Puras para el repique en las evaluaciones
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Figura 29. Muestras para ser medidas en el Espectrofotometro.
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Figura 30. Medicién de Cadmio en el Espectrofotémetro de adsorciéon atémica

Figura 31. Conteo celular con la cdmara de neubauer para la determinacion de la

Densidad celular de las microalgas.



