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Resumen

El cadmio (Cd) es un metal que puede interferir negativamente en diferentes rutas
metabdlicas de los seres vivos, es asi que este trabajo tuvo como objetivo la evaluacion
de la capacidad de remocion de cadmio en soluciones acuosas por accion de Chlorella
sp. a una concentracion de 25x10° células/mL inmovilizada en perlas de alginato y
perlas de alginato sin Chlorella sp., como testigo. Todos los tratamientos se
establecieron por triplicado con aireacion constante en durante 80 min, en soluciones
acuosas con cuatro concentraciones de cadmio a: 0 ppm, 20 ppm, 100 ppm y 200 ppm,
tomando muestras del remanente liquido cada 10 min, para finalmente ser leidas en el
equipo de absorcion atémica con flama de aire-acetileno con lampara de cadmio.

El presente estudio determind que Chlorella sp. inmovilizada removi6 59,67% de
metal cadmio a una concentracion inicial de 20 ppm dejando en la solucion un
remanente de 40,33%; siendo el mejor resultado de remocion en un tiempo de 80 min
en comparacion con los tratamientos a 100 ppm, y 200 ppm de cadmio con presencia

y ausencia de la microalga.

Palabras claves: Chlorella sp., remocion, cadmio, inmovilizacion, alginato.



Abstract

Cadmium (Cd) is a metal that can interfere negatively in different metabolic routes of
living beings, this project is objective was the evaluation al cadmium removal ability
in aqueous solutions by means of Chlorella sp. in a concentration of 25x106 cells / mL
immobilized on alginate pearls, and alginate beads without Chlorella sp. as witness.
All treatments were established by triplicate, under constant aeration for 80 minutes,
in aqueous solutions with four concentrations of cadmium at: 0 ppm, 20 ppm, 100 ppm
and 200 ppm, taking samples of the liquid remnant every 10 minutes, to finally be read
in the atomic absorption equipment with air-acetylene flame with cadmium lamp.

The present study determined that Chlorella sp. immobilized removed 59,67% of
cadmium metal at an initial concentration of 20 ppm leaving a 40,33% residue in the
solution; Being the best removal result in a time of 80 min compared to the treatments

at 100 ppm and 200 ppm of cadmium with presence and absence of the microalga.

Key words: Chlorella sp., Removal, cadmium, immobilization, alginate.



Introduccion

La contaminacion por el uso de metales en concentraciones toxicas como consecuencia
de los residuos generados por las industrias, como la mineria, la fundicion de metales,
la produccion de combustible y energia a partir del petroleo, industria de fertilizantes
y pesticidas y sus aplicaciones, industria del curtido de cuero, produccion de energia
atémica, entre otras, producen residuos que generan peligrosidad al contener metales
que terminan transfiriéndose al medio ambiente bioacumulandose o Bio
magnificandose; debido a un incorrecto tratamiento o disposicion final al no poder ser
degradados en forma quimica o biol6gicamente de manera natural (Larenas y
Ballesteros, 2012; Plaza, 2012).

En la tltimas décadas el uso masivo de quimicos y otros agentes contaminantes, se ha
convertido en una de las mayores problematicas puesto que, aun en minimas
concentraciones presentan un alto nivel de peligrosidad, ya que ha causado una
considerable toxicidad hacia la naturaleza por la presencia de residuos metélicos en
sus desechos alcanzando concentraciones mayores de las que se encuentran de formas
normal en el ambiente esto directamente relacionado con el mecanismo de accion de
cada metal y su lugar de acumulacion, que han alterado a los ecosistemas de forma
silenciosa que no se puede ver a simple vista, causando un grave dafio a la salud
humana asi como en animales, plantas, cultivos y a la vez provocando alta
contaminacion; afectando tanto a la alcalinidad como a la degradacion del suelo y en
aguas procedentes de rios, lagos, y demas reservorios naturales (Moreno, Garcia, Leon,
y Arévalo, 2012).

La necesidad de desarrollar tecnologias alternativas para la remediacién de aguas

contaminadas con metales pesados debe considerarse como prioridad en el Ecuador



como lo estan haciendo los paises industrializados que han tomado medidas severas
para combatir la contaminacion, puesto que el aumento de industrias como minas y
fabricas que generan descargas contaminantes en fuentes de aguas llegando a las aguas
subterraneas permaneciendo por cientos de afios, no reciben tratamiento adecuado
antes de ser vertidas (Jiménez, 2012; Odum, 2016).

Actualmente se conoce de manera amplia sobre los efectos adversos de estos
elementos tanto en la salud humana (toxicologia, aumentando su concentracion a
medida que se consume directamente por alimentos 0 agua contaminada o estar
expuestos indirectamente como en el caso de vivir cerca de un lugar que genere este
tipo de residuos metalicos) como en los animales y plantas (ecotoxicologia) (Plaza,
2012). Por lo que es necesario el desarrollo de tecnologias baratas como remocion de
metales en aguas contaminadas, suelos hiumedos y atmosferas controladas que puedan
solucionar estos problemas generados, aprovechando su potencial para conservar la
biodiversidad en nuestro planeta (Martinez y Garcia, 2011).

Este proyecto estudié a la microalga Chlorella sp., conocida por ser usada como una
alternativa para la bioremocion de diferentes iones metalicos entre ellos el cadmio y
por ser tolerante a diferentes metales pesados, Valle, (2007); evaluando la capacidad
de remocién de cadmio en diferentes concentraciones de Oppm, 20 ppm, 100 ppm y
200 ppm; disueltos en solucién acuosa, utilizando Chlorella sp., inmovilizada en
perlas de alginato de calcio, estableciéndose ademas un proceso de bioaumentacion de
la microalga en biorreactores expuestos a condiciones ambientales de luz y
oxigenacion mecéanica continua; a temperatura ambiente; para despues, la solucion de
Chlorella sp. ser inmovilizada en esferas de alginato y finalmente analizar la cinética
de remocion del metal en un total de 80 min realizandose el proceso por triplicado,

utilizando como control el mismo proceso antes mencionado utilizando perlas de



alginato sin la presencia de la microalga, haciendo uso de un analisis de varianza con
p < 0,001; un test de Duncan en el caso de presencia o ausencia de Chlorella sp.; en
los valores medios del porcentaje de metal en el remanente de cadmio y en los tiempos
de exposicion, analisis de interacciones de presencia-ausencia de Chlorella sp.;
concentracion de cadmio y tiempo de remocion y una relacién del balance de masas
para determinar si existio o no peérdida de metal al final del proceso. Asi
estableciéndose si Chlorella sp., potencia 0 no su capacidad de remocion cuando se
encuentra inmovilizada en las esferas de alginato frente a diferentes; concentraciones
de iones metélicos, haciéndose énfasis en el estudio del metal cadmio.

El cadmio es un elemento empleado en un gran numero de procesos industriales, se lo
puede hallar en efluentes provenientes de diversas fuentes transportdndose con
facilidad a través del aire y del agua, siendo un metal peligroso para la salud por ser
persistente ya que se bio acumula en el cuerpo humano causando graves enfermedades
que a mediano plazo pueden llegar a ser letales. Las industrias de curtiembre de cuero
y metal-mecanica (produccion de baterias recargables de nigquel-cadmio,
revestimientos quimicos resistentes y fabricacién de fusibles), son altamente tdxicas,
al desechar como vertimientos un promedio de 200 ppm de cadmio en aguas de
desecho produciendo cambios elevados en las propiedades de turbidez, viscosidad, en
la demanda quimica de oxigeno y el aumento de la eutrofizacion (Pérez y Azcona,
2012).

El uso de células de Chlorella sp. inmovilizada en perlas de alginato, que en el area
ambiental ha sido poco explotado, ha establecido un potencial en la biodegradacion de
contaminantes y la remocién de metales debido que la inmovilizacion en una matriz
confiere incremento en la estabilidad de las células evitando su reproduccion acelerada

y generando tolerancia ante ciertos compuestos toxicos ademéas de conservar su



actividad fisiologica pudiéndose inmovilizar grandes densidades celulares. Este
proceso presenta ventajas como: brindar proteccion a los microorganismos
inmovilizados contra el estrés ambiental, ofrecer una barrera fisico contra
microorganismos depredadores, bajo costo, alto porcentaje de remocion en poco
tiempo, métodos amigables para el medio ambiente que depende de la concentracion
inicial de metal y la posibilidad de tratar al mismo tiempo al agua contaminada y
producir biomasa algal en el caso de que alguna célula se vea afectada por la
exposicion a elevadas concentraciones de metales, provocando una facilidad en la
operacion y una facil recuperacion de las células del medio previniendo el lavado de

la biomasa (Martinez-Trujillo y Garcia-Rivero, 2012).



Capitulo 1

1 Marco teorico
1.1 Metales pesados

1.1.1 Generalidades

Los metales pesados son componentes presentes en la naturaleza principalmente en la
corteza de tierra y no pueden ser degradados o ser destruidos sin la presencia de una
elevada fuerza fisica o una accion quimica. El término de metal pesado refiere a
cualquier elemento quimico metélico que tenga una alta densidad, sea toxico o
venenoso en concentraciones relativamente bajas; como ejemplos de metales pesados
incluyen el mercurio (Hg), cadmio (Cd), el arsénico (As), el cromo (Cr), el talio (TI),
y el plomo (Pb) que son considerados de alta peligrosidad por sus efectos tdxicos,
aunque estan presentes en el ecosistema en condiciones naturales (Argotta G, Argotta

H, H, y Larramendi J, 2012).

1.1.2 Toxicidad de metales pesados

Los metales pesados son altamente toxicos porque tienden a bioacumularse; la
bioacumulacion es un aumento en la concentracion de un producto quimico en
cualquier organismo biologico a un cierto plazo, comparada con la concentracion de
este mismo producto quimico en el ambiente (Lenntech, 2016).

La contaminacion de las aguas naturales por accion de los metales pesados llega a ser
inevitable debido a la industrializacién y urbanizacion. Los metales de mayor

importancia toxicoldgica y eco toxicoldgica en ambientes acuaticos son: mercurio



(Hg), arsenico (As), cromo (Cr), plomo (Pb), cadmio (Cd), niquel (Ni) y zinc (Zn);
ya que para la mayoria de los organismos, la exposicion por encima de una
concentracion umbral a estos metales, puede ser extremadamente téxica produciendo
alteraciones metabolicas que pueden llevar incluso a la muerte del organismo (Argotta

Getal., 2012).

1.1.3 Cadmio

El cadmio es un elemento quimico metalico de gran importancia téxica asociado a la
actividad antropica, con simbolo Cd, de niumero atémico 48, situado en el grupo 12 de
la tabla periddica en el grupo d transicion Il B; con peso atémico de 112,40 g/mol y
densidad relativa de 8,65 a 20 °C, es un metal altamente ductil de color blanco-plateado
ligeramente azulado maleable parecido al estafio de estructura cristalina hexagonal,
brillante y blanda que puede cortarse facilmente con un cuchillo, es estable al aire
pierde el brillo al cabo de un lapso de tiempo (Beltran-Pineda, M. E., y Goémez-
Rodriguez, A. M.,2016).

Su punto de fusion es de 321,07 °C, presenta ocho is6topos estables en la naturaleza
ademés de haberse establecido once radioisétopos inestables artificiales. Este ion
metalico divalente, se usa en aleaciones para la fabricacion de extintores, alarmas de
incendios y fusibles, en soldadura, etc., se lo puede obtener por fuentes naturales
formando la corteza terrestre y también con fuentes antrépicas como la galvanotecnia

en la fabricacion de esmaltes (Lenntech, 2016).



1.1.3.1 Toxicidad de Cadmio

El Cadmio procede sus particularidades toxicoldgicas de su parecido quimico con el
zinc, un elemento metalico que trabaja como un micro alimento esencial para las
plantas, los animales y los seres humanos. EI cadmio es bioduradero y al ser absorbido
una vez por un organismo, sigue siendo morador por largos periodos que abarcan
muchos afios (décadas en los seres humanos) aunque puede ser segregado
ocasionalmente (Alvarez, 2015).

En seres humanos, la exposicion a largo plazo esta relacionado con la disfuncion renal
0 en otros casos la alta exposicion puede ocasionar enfermedades como la obstruccién
del pulmén que podria conducir al cancer, aunque los datos referentes con relacién a
esta patologia son dificultosos de interpretar, debido a los diferentes factores que
originan el cancer. El cadmio puede también producir consecuencias negativas en el
tejido 6seo (patologias como: osteomalacia, osteoporosis) en seres humanos y también
en animales (Argotta G et al., 2012).

Las actividades industriales especialmente las quimicas y las de curtiembre de cuero,
han contribuido al aumento de contenido de la concentracion de diversos metales bajo
su forma idnica que son descargados a rios, lagunas, lagos y mares, debido a los
grandes volimenes de efluentes contaminantes con este metal tdxico, cuando se lo
remueve de sus depdsitos naturales; el cadmio se distribuye a diferentes
compartimentos ambientales como aire, tierra, y agua, siendo éste el mas importante.
En la industria se lo ha utilizado para la elaboracion de algunos plaguicidas, pesticidas
y fertilizantes dando como resultado la bioacumulacion en diferentes organismos
desde microorganismos hasta seres humanos; en estos ultimos, cuando el cadmio logra

entrar en el organismo suele fijarse en los tejidos de 6rganos como higado y rifién



produciendo efectos toxicologicos, que pueden inclusive formar parte de neonatos en
mujeres gestantes (Mori et al., 2013).

La cantidad de metal necesaria para causar efectos toxicos a un organismo depende de
la via de entrada, forma de exposicion, tiempo y propiedades fisico-quimicas. Para
alcanzar el umbral de toxicidad se relaciona con una ingesta liquida de 10-50 pg,
mientras que en inhalacion se ha establecido valores menores a 0,01 mg/ m?, esto en
rangos que confieren a exposicion directa, es decir personas que viven cerca a

industrias en donde se produzca la liberaciéon de cadmio (Lenntech, 2016).

1.1.3.2 Usos del Cadmio

El Cadmio es producido como un subproducto inevitable de la refinacion del zinc (o
de vez en cuando de plomo), puesto que estos metales se encuentran naturalmente
dentro del mineral crudo. Sin embargo, una vez que cadmio es recogido, es
relativamente facil de reciclar (Lenntech, 2016).

El uso més significativo que se ha relacionado al cadmio esta en la composicion de
baterias de niquel/cadmio, como fuentes de energia recargables o secundarias que
proporcionan alta salida de ciclos de carga (oscilan entre los 1000 a 1500 ciclos de
carga), vida de util larga, poco mantenimiento y alta tolerancia a la tension fisica y
eléctrica. Las capas del cadmio brindan excelente resistencia al deterioro de materiales
por consecuencia de ataque electroquimico a su entorno, particularmente en ambientes
prestos a fuertes tensiones tales como ambientes marinos y aeroespaciales donde se
requiere condiciones especiales o alta seguridad (Bonnet, 2014)

Otras aplicaciones del cadmio son: produccion de pigmentos, estabilizadores para

materiales termoplasticos (PVC), productos con propiedades metalicas, aleaciones y



los compuestos electrénicos. EI cadmio estd también presente como impureza en
algunos productos, que abarcan los fertilizantes del fosfato, purificadores, detergentes

y los productos de petréleo refinados (Odum, 2012).

1.2 Microalgas

Las microalgas son organismos unicelulares eucariotas fotosintéticos capaces de
transformar la energia luminica en energia quimica con una eficacia cuatro veces
superior a la de las plantas. Su trascendencia reclina en su papel como productores
primarios de la cadena tréfica, que las constituyen en las primeras productoras de
materia organica siendo organismos de gran importancia en los ecosistemas. Por su
tamafio pequefio y diverso (5-50 um en promedio) son de facil manipulacion y
aprovechamiento, por ejemplo, multitudes de organismos se alimentan en forma
directa del fitoplancton compuesto parcialmente por estos microorganismos
fotosintéticos, es asi que, la microalga ofrece nutrientes que en conjunto con otros
microrganismos acuaticos proporcionan una excelente fuente de alimentacién para el
organismo que los consume (Abalde, 2013). Las condiciones ideales de temperatura,
intensidad luminosa, salinidad, nutrientes, pH, entre otras; para el cultivo de
microalgas, cambian considerablemente de una especie a otra, estos parametros
fisicoquimicos, han sido determinados con anterioridad en laboratorios y nos permiten
comprender las condiciones adecuadas para el crecimiento de las diferentes especies
en cultivo (Abalde, 2013).

En la actualidad en el campo comercial, los cultivos en grandes volumenes de
microalgas de forma externa y los foto biorreactores son de elevada importancia para

la produccién de compuestos quimicos con alta pureza, como: biocombustibles,



biofertilizantes, intercambiadores i0nicos y carotenos; asi mismo, y de manera positiva
para el tratamiento de aguas residuales, obtencion y produccion de compuestos
terapéuticos, y como alimento para consumo en seres humanos y animal que en las
ultimas décadas ha alcanzado una excelente acogida por su alto valor nutritivos
(Hernéndez y Labbé, 2014).

Las microalgas presentan una propiedad ficorremediadora que se basa en la
eliminacién o biotransformacion de contaminantes de un medio liquido o gaseoso.
Estos compuestos que ocasionan contaminacion son captados por la biomasa algal que
a su vez la biotransforma y pueden ser recuperados mediante diversas técnicas durante

su cosecha (Hernandez y Labbé, 2014).

1.2.1 Uso de microalgas en el campo biotecnoldgico

En el campo biotecnolo6gico, las microalgas son importantes fuentes de biomoléculas
de gran interés econdmico y constituyen una fuente directa de alimento, medicamentos
y biocombustible, entre otras aplicaciones como la bioconversion de la energia
luminica, aumentando la utilizacion de los elementos nutritivos (nitrégeno (N), potasio
(K) y fosforo(P)), aporte de oxigeno al ambiente y una produccion de biomasa que
puede ser aprovechable en diversas areas de la industria alimenticia, farmacéutica y
quimica. Santos, Gonzales, y Sastre, (2014), las microalgas han adquirido gran
importancia en los Gltimos afios ya que presentan la solucion a diversos problemas en
aspectos de alimentacion, produccion de biomasa y metabolitos de alto valor agregado
de origen natural.

Las investigaciones sobre el cultivo de microalgas acarrean gran importancia dada a

su amplia aplicacion biotecnolégica y comercial que apuestan al desarrollo econémico
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y social de diferentes sectores de la industria que desencadenan en una mejora en la

calidad de vida.

1.2.1.1 Tratamiento de aguas

El uso de las microalgas, como sistema bioldgico alternativo para el tratamiento de las
aguas residuales domeésticas ha sido objeto de numerosas investigaciones debido a su
capacidad en la remocion de cantidades significativas de nitratos, fosfatos y materia
organica presentes en estas aguas. Ademas, la biomasa producida en durante el
tratamiento de aguas residuales, representa una fuente potencial de alimento, quimicos
y pigmentos, entre otros productos de elevado interés (Roa & Cafiizares, 2012).

Investigaciones demuestran que existe una amplia gama de especies de microalgas que
absorben diferentes metales pesados soportando y adaptandose fisiologicamente al
estrés de diferentes concentraciones por este tipo de contaminacion, un ejemplo claro
es el uso que se ha dado a Chlorella sp. obteniéndose valores en remocion que llegan
a alcanzar el 100% de accidn; utilizada en casos como: Mn 96,5-98%, para Fe 77,4-
85%, para Zn 77,5-95%, para Cr 52,3-64%, y para Cd 77,3-81% en funcién de las

concentraciones iniciales del metal en los tratamientos (Abalde, 2013).

1.2.1.2 Produccion de biodiesel

Los beneficios de las microalgas rompen los esquemas, tan amplios que incluyen la
produccion de biodiesel suscitdndose el interés de los productores y consumidores;
este interés ha aumentado gracias al mercado de produccion y procesamiento de algas,
que va en auge, conociendose que ciertas industrias estan optando por opciones
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amigables con el ambiente dando como resultado una produccién mundial de biodiesel
a traves de diversos materiales organicos, uno de ellos las microalgas haciéndose uso
de su capacidad de rapido crecimiento, aprovechando su material organico y el facil
manejo para obtener etanol, en donde la industria quimica por motivo de produccion
de biodiesel; ha tenido una amplia investigacion y acogida en los ultimos afios.

La rapida velocidad de reproduccion permite la duplicacion de produccion de
biodiesel; es decir entre 15 y 300 veces mas aceite que los cultivos tradicionales en
funcién de la superficie, requiriéndose una superficie menor comparados con los
cultivos agricolas con una baja demanda de energia y agua para su produccion,
superando el proceso de fotosintesis en relacion a los vegetales utilizados para obtener
biodiesel y sobre todo primando el gran potencial energético que brinda este
biocombustible asociado a contrarrestar los problemas de contaminacion que
ocasionan los combustibles derivados del petroleo (Garcia 2015).

La capacidad mundial, la produccién y consumo de biodiesel crecieron en promedio
un 32%/afio durante 2000-2005, y la industria parece que va para las tasas de

crecimiento alin mas rapido en tiempos actuales (Santos et al., 2014).

1.3 Chlorella sp.

Chlorella sp. es un alga verde unicelular de agua dulce de forma elipsoidal esférica;
descubierta en 1890 por el microbidlogo holandés M.W. Beijernick, su origen se
remonta a mas de 600 millones de afios lo que la convierte en una de las formas de
vida més primitivas del planeta. Esta microalga presenta reproduccion asexual con
crecimiento en forma de células simples con un didmetro entre 2-10 pm; 100 y 1.000

veces menor a 1 mm, en su estructura no posee flagelo (Biblioteca Ceibal, 2012).
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El color verde lo obtiene de los cloroplastos, que son las estructuras encargadas de
realizar la fotosintesis, requiriéndose relevantes cantidades de CO», agua, luz solar
mientras que en pequefias cantidades ciertos minerales. Posee clorofila de tipo Ay B.
Pertenece a la division Chlorophyta y a la clase de las Chlorophyceae (Infante

etal., 2012).

1.3.1 Usos de Chlorella sp.

El género Chlorella posee amplios campos de uso como en la industria agroguimica,
metal-mecanica y especialmente en la curtiembre de cuero, ha sido aplicada al
tratamiento bioldgico de aguas residuales, probando su efectividad en la remocién de
nitrégeno, fosforo, demanda quimica de oxigeno y metales. Su uso en aplicaciones de
biorremediacion ha sido ampliamente utilizado, en forma suspendida o inmovilizada
(esferas de alginato), como cepa pura 0 en asociacion con otros microorganismos no
fotosintético (Infante et al., 2012).

Chlorella sp. es una microalga con alto potencial biotecnoldgico por su capacidad de
sintetizar acidos grasos de interés industrial, rapido crecimiento y capacidad de
adaptacion a diferentes fuentes de nutrientes tanto en regimenes autotréficos como
mixotroficos e inclusive heterotréfico, constituye una fuente extraordinaria de proteina
vegetal: aproximadamente el 60 % de su composicion es proteica y contiene 19
aminoacidos, incluidos los 9 esenciales, ademas, también tiene un alto contenido en
vitaminas A, C y del grupo B, betacaroteno, acido pantoténico, félico y lipoico,
niacina, colina, inositol, biotina y vitaminas E y K, entre los minerales que la

componen encontramos fosforo, potasio, hierro, cobre, zinc, calcio, magnesio,
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manganeso y yodo como lo establece Moreno et al., (2012), pudiéndosela aprovechar
como fuente de alimentacion y accién medicinal.

La microalga Chlorella sp. es el organismo vegetal con mayor concentracion de
clorofila, siendo, la clorofila el Unico sistema natural existente que a través de la
alimentacion puede transmitir al ser humano la energia procedente del sol. Una vez en
el organismo la clorofila activa las enzimas imprescindibles para una adecuada
asimilacion de los nutrientes y para su combustion proceso que permite convertirlos
en energia. Las células de clorofila y las de los globulos rojos presentan una estructura
muy similar (Unicamente se diferencian por el atomo central, en hemoglobina es Fe y
en la clorofila es Mg), similitud que la convierte en un excelente tonico para la sangre

en caso de anemias (Valencia, 2014).

1.4 Perlas de alginato

Los alginatos son polisacaridos que se encuentran en las paredes celulares de las algas
pardas conocidas también como algas marrones entre las que se encuentran Laminaria
hyperborea, Laminaria digitata, Laminaria japonica y algunas especies d los géneros
Lessonia, Ecklonia, Durvillaea y Ascophyllum. Los alginatos son macromoléculas
formadas por la unién de monémeros en este caso dos tipos de monosacaridos, los dos
con un grupo acido, el acido glucurénico y el &cido manurdnico, de tipo organicos.
Son derivados del &cido alginico. La sintesis de los alginatos se da a partir de la
fructosa, pasando por el acido manurénico y glucurénico, subsecuentemente

(Gonzélez, 2015), (Calvo, 2012).
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1.4.1 Usos alimenticios de los alginatos

Durante los ultimos afios se ha observado un interés sobre las propiedades del alginato
en la industria alimentaria. Este presenta diversas ventajas como el efecto prebidtico
de los alginatos de bajo peso molecular, los beneficios de su ingesta como fibra para
la reduccion de los niveles de azUcar y colesterol en la sangre, asi como la capacidad

para prolongar la vida util de los productos (Martinez y Garcia, 2011).

1.4.2 Desintoxicacion y depuracion, propiedades de los alginatos

Si alguna propiedad se le reconoce a los alginatos es especialmente es la depuracién
de ambientes y desintoxicacion de organismos de metales pesados como el cadmio, el
uranio, el mercurio o el plomo, pesticidas, herbicidas, radiaciones, toxinas etc. Este
extraordinario efecto se atribuye a los componentes que se encuentran en sus
estructuras que logran absorber y almacenar el elemento tdxico para después

biotransformarlo o almacenarlo (Olarte y Valencia, 2016).

1.4.3 Aplicaciones Biotecnoldgicas

En el campo biotecnoldgico, el uso de los alginatos en presencia de calcio u otros iones
forma una solucion espesa que normalmente presenta el aspecto de gel lo que permite
facilitar la separacién del producto y a su vez permite la recuperacion del agente
biolégico como lo establece Martinez y Garcia, (2011), con lo cual ha brindado usos
en el laboratorio con técnicas especiales como la inmovilizacion de los alginatos en

forma de esferas o perlas.
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Las matrices de alginato se usan como soportes de bajo costo obteniéndose un
incremento en la produccion de metabolitos. La inmovilizacion de microorganismos
en matrices limita la concentracion de biomasa lo que permite mantener controlado el
espacio que va a ocupar el microorganismo (perlas de alginato), permitiendo el paso
de la luz, nutrimentos y en el caso de regeneraciones ambientales la captacion de
metales que se encuentren dispersos en el medio, el alginato de calcio y alginato de
sodio se han mostrado como un material de gran adaptacion y matriz para diferentes
tipos de microorganismos por un determinado tiempo, puesto que una vez el
microorganismo empiece a reproducirse en determinadas cantidades, la matriz puede
llegar a estabilizarse y dar su destruccion total dispersando a las células que se
encontraban dentro (Gonzélez, 2015).

La técnica de atrapamiento e inmovilizacion es aplicable a diversos microorganismos
y en esta se utiliza gelatina, agar, gel de poliacrilamida, alginato de calcio, carragenina,
quitosano, alcohol poli vinilico o-gel como materiales para la formacion de la matriz,
facilitando asi su manipulacion (Roa et al., 2012), es asi que el uso de microalgas en
perlas de alginato ayudan a la captacion de distintas sustancias, pero existe una
limitante para su aplicacion que es la concentracion total del contaminante de
exposicion ya que los microrganismos pueden inhibir su proceso normal de
biotransformacion, crecimiento celular, densidad y captacién de sustancias toxicas
para los seres vivos, afectando también a la estructura de la esfera con la

correspondiente deformidad de la misma (Tapia, Cabrejos, Rojas, y Reyes. 2013).

1.4.4 Uso de perlas de alginato en la remocion de metales

En la actualidad existen diversos procesos fisicoquimicos que son utilizados en

laboratorios in situ y ex situ para el tratamiento de metales altamente toxicos y
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persistentes en las cadenas troficas, entre los que se encuentran cadmio, cromo,
mercurio, plomo, entre otros; provenientes principalmente de la industria minera y
quimica que libera residuos con concentraciones importantes de estos metales que
pueden llegar a contaminar el agua de rios, arroyos, mares, etc., es asi que la
implementacion de otro tipo de tecnologias como la implementacion de perlas de
alginato, han establecido capacidades especiales de biotransformacion de estas
sustancias toxicas (Beltran y Gomez, 2016).

La fusion del uso de esferas de alginato conjuntamente con la utilizacion de
microorganismos que posean capacidades metabdlicas especiales, han permitido
contrarrestar la toxicidad de los metales pesados que gracias al manejo de la
biotecnologia han permitido obtener porcentajes de remocion elevados de hasta
99.9%, esto dependiendo de la concentracion inicial del metal (Beltran y Gomez,
2016).

Las ventajas de uso de esferas de alginato de calcio en la remocidn de iones metalicos
toxicos son amplias, no solo se utilizan materiales biosorbentes no costosos, sino que
estos materiales pueden ser reutilizables, ademdas actlGan sobre grandes areas
especificas de contaminacion que pueden atrapar uno 0 mas metales que pudieran estar
presentes, sin descartar el tiempo de remocion que alcanza tiempos minimos (60 min)
gracias a la difusion interparticular y si se ayuda con temperaturas especiales (35-
37°C) el proceso puede mejorar predominando la interaccién fisica, la eficiencia y la
rapidez del mismo como lo establece Alvarez, (2015) en su trabajo de remocion de
cobre utilizando perlas de alginato.

En tratamientos de aguas provenientes de efluentes industriales es factible la
implementacion de estas tecnologias, utilizando esferas de alginato que pudieran estar

combinadas con microorganismos como microalgas remediadoras, facilitarian
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tratamientos de grandes volumenes de lodos que pueden ser aplicables a la
recuperacion de suelos que pudieran disminuir la contaminacion ambiental y a la salud
humana, recordando que la metodologia es econdmicamente viable (Beltran & Gémez,
2016).

La preocupacion por disminuir las emisiones y los vertidos de contaminantes
producidas por industrias quimicas, textileras, mineras ha ido en crecimiento en las
ultimas décadas, de ahi la importancia de trabajar con métodos econémicos, efectivos,
rapidos que a la vez no afecten al proceso de biorremediacion del medio ambiente. Es
por ello, que la utilizacion de la propiedad de biosorcidn que presentan los materiales
que forman las esferas de alginato, capaces de remover metales hasta en
concentraciones extremadamente bajas que retienen a los iones mediante interaccién
electrostatica con los grupos iénicos del alginato, brindan una excelente adsorcion de
los metales que puede ser potencializado con la inmovilizacion de microalgas en perlas

de alginato (Tapia et al., 2013).
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Capitulo 11

2 Marco metodoldgico

2.1 Bioaumentacion de células de la microalga Chlorella sp.

Este proceso consistio en colocar indculos de Chlorella sp. en biorreactores de 500 mL
de capacidad partiendo de un volumen de 470 mL de solucion., a los cuales se coloco
3 mL de fertilizante foliar Nitrofoska-completo por L de solucion, cada 7 dias (Figura
1). Este fertilizante contiene: N=10%; P205=4%; KO =7 %; Mg0=0,2%; S=0,8%;
Mn=17 ppm; Fe=140 ppm; Cu=5 ppm; Zn=22 ppm; Mo=3 ppm.

Se sometieron estos cultivos a aireacion constante con una presion de aire de 0.012
Mega Pascales (MPa) con bombas de aireacion para pecera marca JAD modelo SE-
314 con fotoperiodo 12:12h, intensidad luminica promedio de 250 luxes y temperatura
ambiente por cinco semanas llegando a un volumen de 40 L (Figura 2). Una vez
alcanzada la coloracién verde oscura de Chlorella sp., la una concentracién definida
de 40x10° células /mL establecida por conteo en camara de Neubauer se procedio a la
bioaumentacion, para esto se colocd el 50% del volumen de la solucion de microalga
y se completa con el 50% de agua autoclavada para completar el volumen del nuevo
biorreactor, es decir 50% de solucién de la microalga y 50% de agua autoclavada.
Proceso llevado acabo semanalmente para llegar a un volumen de 40 L de solucién
con la microalga. Finalmente se afiadié Nitrofoska al medio de cultivo en una
concentracion de 3 mL por litro de solucion para masificar la cepa y obtener un cultivo
madre para las primeras pruebas de inmovilizacion de la microalga, realizando un
control microscopico continuo para observar la morfologia celular de Chlorella sp.; y
descartar la presencia de contaminacion (Anexo 1). La biomasa fue utilizada despues

de diez semanas de cultivo.
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Bioaumentacion de Chlorella sp.

Figura 1. Primera Etapa de Bioaumentacion.

Fuente: Los autores, 2016

2.2 Conteo de Chlorella sp. en cdmara de Neubauer

Para el conteo se escogieron los biorreactores con tonalidad verde oscura, botellones
A, B, C de la Figura 2.

Se realizaron diluciones de los cultivos escogidos con agua ultra pura obtenida de la
purificadora marca Millipore modelo Direct-Q, para proceder al conteo en camara de
Neubauer con microscopico optico marca Micros Austria modelo MC100LED, el

factor de dilucion establecido para todos los conteos fue de 10° (Figura 3)
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Reactores de Chlorella sp.

Figura 2. Seleccidn de reactores de mayor intensidad verde propia de Chlorella sp.

Fuente: Los autores, 2016

Imagen microscopica de células de Chlorella sp. en cAmara de Neubauer.

Figura 3. Conteo celular en cdmara de Neubauer

Fuente: Los autores, 2016
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2.3 Elaboracion de perlas de alginato

Se disolvieron 2 gramos de alginato de sodio grado alimenticio marca Lobachime en
200 mL de agua ultra pura para obtener una mezcla homogeénea, ajustando el pH entre
7,8 — 8,0 con hidroxido de sodio 0,1 molar o &cido clorhidrico 0,1 molar; segin sea
necesario, logrando una mezcla homogénea. Se llenaron varias jeringuillas de 25 mL
con la pasta de alginato de sodio y se procedio eliminar la aguja metalica, para verter
lentamente una gota a la vez en una solucién de cloruro de calcio 1% p/v con agitacion
constante; una vez obtenido las perlas se tamizaron con la ayuda de una gasa y se las

lavd con agua destilada (Figura 4).

Elaboracion de perlas de alginato sin Chlorella sp.

Figura 4. Perlas de alginato en solucion de cloruro de calcio

Fuente: Los autores, 2016
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2.4 Inmovilizacion de Chlorella sp. en perlas de alginato

Para la inmovilizacion de Chlorella sp. en perlas de alginato se realiza un conteo en
camara de Neubauer para conocer la concentracion de los cultivos y realizar las
diluciones necesarias para alcanzar una concentracion de 30 x10° de células por mL,
se disolvieron 2 g alginato de sodio en cultivo de microalga posteriormente se procedio

con la elaboracion de perlas de alginato.

2.5 Remocién de cadmio con perlas de alginato sin Chlorella sp.

Se montaron doce biorreactores en balones de vidrio de 500 mL de capacidad en cuyo
interior se colocaron 50 g de perlas de alginato sin Chlorella sp. y 200 mL de solucion
de cadmio a 0 ppm, 20 ppm, 100 ppm y 200 ppm respectivamente (Figura 5). Se trabajo
por triplicado con cada concentracion de cadmio. Los balones con 0 ppm de cadmio
correspondieron a controles que contenian agua ultra pura sin metal presente. Los
biorreactores fueron sometidos a aireacion constante a presion de 0,012MPa (Mega
pascales) ubicados al azar durante 80 min. Las muestras se tomaron a intervalos de 10
min generando 8 tiempos de muestreo por triplicado. Para las lecturas de muestras se
utiliz6 un espectrofotometro de absorcién atémica con lampara de cadmio,

realizandose las mediciones por triplicado.
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Técnica de remocion de cadmio sin Chlorella sp.

Figura 5. Remocion en biorreactores utilizando perlas sin Chlorella sp.

Fuente: Los autores, 2016

2.6 Remocién de cadmio con perlas de alginato con Chlorella sp.

Se montaron doce biorreactores en balones de vidrio de 500 mL de capacidad en cuyo
interior se colocaron 50 g de perlas de alginato con 25x10° células de Chlorella sp. por
mL de alginato y 200 mL de solucion de cadmio a 0 ppm, 20 ppm, 100 ppm y 200
ppm respectivamente. Se trabajo por triplicado con cada concentracion de cadmio. Los
balones con 0 ppm de cadmio correspondieron a controles que contenian agua ultra
pura sin metal presente. Los biorreactores fueron sometidos a aireacion constante a
presion de 0,012 MPa ubicados al azar (Figura 6). Se realizaron ensayos durante 80
min, tomandose muestras de 10 mL aproximadamente en tubos de ensayo con
intervalos de tiempo de 10 min generando 8 tiempo de muestreo por triplicado, para
establecer si la adicion de Chlorella sp. en las perlas de alginato, aumenta o disminuye
la actividad de remocién de alginato sobre las diferentes concentraciones del metal.
Para las lecturas de muestras se utiliz6 un espectrofotometro de absorcion atdmica con
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lampara de cadmio, realizandose las mediciones por triplicado. Con el programa

estadistico Infostat y software R se aplico un disefio aleatorio con tres repeticiones.

Técnica de remocién de cadmio con Chlorella sp.

Figura 6. Remocion en biorreactores utilizando perlas con Chlorella sp.

Fuente: Los autores, 2016

2.7 Cuantificacion de la concentracién de cadmio en remanente liquido

La cuantificacion de la concentracion de cadmio en el remanente liquido, se realizo6
para analizar la cinética de remocion del metal con un espectrofotémetro de absorcion
atdbmica de aspiracion directa marca VARIAN modelo 55 2000386474—(8004)
2000386474 usando flama de aire-acetileno con ld&mpara de cadmio. EI proceso se
efectud con la preparacién de soluciones en un estandar con concentraciones de 20
ppm, 50 ppm, 100 ppm y 200 ppm de cadmio, calibrando el equipo con el uso de las
mismas para obtener una curva con coeficiente de regresion lineal de r?=0,9999 o
superior para luego proceder a las lecturas de las muestras obtenidas del proceso de

remocion (Anexo 4y 5).
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2.8 Viabilidad de la microalga por cambio de color

Se realizaron ensayos con biomasa libre (sin inmovilizar en perlas de alginato), para
esto se prepararon soluciones de 0 ppm, 20 ppm, 100 ppm y 200 ppm de cadmio con
30x10° células/mL, en botellas de vidrio que contenian 100 mL de la solucion del
metal. Los ensayos se realizaron por triplicado, monitoreando el cambio de coloracion

de la solucién después de 1 hora, 24 horas y 7 dias de iniciado el tratamiento.

2.9 Digestion por via seca de las perlas de alginato

Se procedio con una variaciéon del método de Miranda Martinez (2001). El proceso
inicia con la determinacion de los pesos secos de los crisoles (tara) sometidos a 750 °
C en la mufla marca Thermo modelo F48010, de acuerdo al método establecido por
Miranda Martinez (2001). Las perlas procedentes de los ensayos de remocion de Cd
se deshidrataron en la estufa marca ESCO modelo OFA 54-8 a 100 °C durante 24 horas
se establecieron como variables el tiempo de remocidn y la concentracion del metal.
Las perlas deshidratadas fueron calcinadas con una desviacion permisible de 0,5 mg
en un crisol de porcelana previamente tarado, durante dos horas y media a 750 °C. Se
enfria el crisol en una desecadora y se pesa, repitiéndose el proceso hasta que dos
medias de masa sucesivas no difieran en mas de 0,5 mg por g (masa constante).

Adicionalmente, las cenizas obtenidas fueron tratadas con 20 mL de &cido clorhidrico
0,05 normal a ebullicién a 100° C, se filtr6 la solucidn obtenida y se aford a 100 mL
con agua ultra pura, para luego determinar la absorbancia de estas diluciones por el

método de absorcion atomica previamente descrito en el apartado (2.7).
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Capitulo 111

3 Resultados y Discusion

3.1 Bioaumentacion de células de la microalga Chlorella sp.

Finalizado el proceso de bioaumentacion se obtuvo un total de 40 L de cultivo con
Chlorella sp. distribuidos en 8 reactores de 5 L de capacidad obteniendo resultados
similares a Infante et al., (2011) quienes cultivaron esta microalga en lotes durante
intervalos de 8 a 9 dias logrando una rapida bioaumentacion del cultivo.

El uso de Nitrofoska (fertilizante foliar) en una concentracion de 3mL/L se mantuvo
constante a lo largo de todo el proceso por cada reactor generando un importante
crecimiento de la microalga llegando a valores de 40x10° células/ mL en cada reactor
favorecido por las condiciones de luz utilizadas para los cultivos y por los nutrientes
afiadidos al medio; determinandose con el color verde oscuro indicativo de una elevada
concentracion celular. El uso controlado de los fotoperiodos de 12 horas luz y 12 horas
oscuridad y temperatura ambiente, brindaron las condiciones necesarias para el
crecimiento de Chlorella sp. (Ruiz, 2011).

En deficiencia de Nitrofoska se observé ligeras tonalidades de un color verde claro en
los reactores, se estrablece la adicion de Nitrofoska como indispensable para el
crecimento celular. Gomez, Rodriguez, y Subero, (2011) obtienen resultados similares
utilizando fertiliante foliar para una adecuada nutricion de las algas.

La biomasa sirvié de indculo para los experimentos que se dieron en la remocion de
cadmio por accion de la microalga. El proceso de bioaumentacion y mantenienimiento
de los cultivos para realizar los ensayos de remocion de cadmio tomaron un total de

cuatro meses.
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3.2 Elaboracion de perlas de alginato sin Chlorella sp.
Se obtuvo un total de 1800 g de perlas de alginato utilizadas en el tratamiento testigo
(sin Chlorella sp.), de un color crema palido tanto para las pruebas piloto y para su uso

en el ensayo final

3.3 Inmovilizacion de Chlorella sp. en perlas de alginato

Al igual que en el tratamiento testigo se obtuvo un total de 1800 g de perlas de alginato
con la microalga inmovilizada de color verde, las cuales fueron utilizadas tanto en las

pruebas piloto como en la evaluacion del ensayo final.

3.4 Viabilidad de Chlorella sp.

En el ensayo de viabilidad de Chlorella sp., se observé un cambio de color en de las
soluciones de células de la microalga libre (sin inmovilizar en perlas de alginato)
expuestas a diferentes concentraciones de cadmio sin Nitrofoska. Se determiné que a
la concentracion de 20 ppm de cadmio a una hora de iniciado el ensayo Chlorella sp
demuestra resistencia sin mostrar cambios notorios de tonalidad por el contrario la
micro alga no presentd resistencia a las concentraciones 100 y 200 ppm de cadmio
determinandose que las células no permanecieron viables debido al cambio de color
desde un verde oscuro hasta un marron grisdceo notandose el cambio de color a los 60
min de exposicion. Mostrando cambios mas notorios en la tonalidad marrén a las 24
horas y 7 dias de iniciado el ensayo con resultados similares a Cuizano y Navarro,
(2008) quienes demostraron la tolerancia de las microalgas a metales pesados a

concentraciones menores a 100 ppm (Anexos 2 y 3).
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3.5 Remocion de cadmio con perlas de alginato

Para todos los tratamientos (perlas con ausencia y presencia de Chlorella sp.,
concentraciones de metal y tiempos de exposicion de la solucion acuosa de metal a las
perlas de alginato) se obtuvieron los siguientes resultados; con los valores de r =
0,9999, ademas de un coeficiente de variacion de 2,12 lo que demuestra homogeneidad
de datos (Tabla 1) explicando una alta correlacion lineal de los datos lo que hace

posible usar un andlisis de varianza, se aplico un disefio aleatorio con tres repeticiones.

Tabla 1.

Andlisis de la varianza

Analisi= de la varianza

Variable N E* E=* &3 CW
EESIDOC 144 0,959 0,99 2,12

Nota. Fuente: Los autores, 2016

3.5.1 Analisis de varianza para las interacciones de Chlorella sp., concentracién
de cadmio y tiempo de exposicion de la soluciéon acuosa de metal a las
perlas de alginato

El andlisis de varianza (Tabla 2) muestra diferencias significativas con p < 0,001 para

los valores medios para tratamientos con Chlorella sp. y sin Chlorella sp. segun

concentracion, tiempo de exposicion de la solucién de metal a las perlas de alginato y

todas sus interacciones, haciendo posible generar los cuadros estadisticos para las

variables en los modelos siguientes:
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Tabla 2.

Cuadro de analisis de la varianza, valores de p < 0,001

Cnadro de Anadlisisz de la Varianza (5C tipo III)

F.V. 5C gl CH F p-valor
Modelo. 20792,70 47 442,40 208,19 <0,0001
CHLORELLR 2048,19 1 2048,19 963,86 «0,0001
COMCENT 8661, 85 2 4330,93 2038,08 «0,0001
TIEMPO 6434, 77 7 927,82 436,62 «0,0001
CHLORELLA*COMCENT 1606,71 2 803,35 378,05 <0,0001
CHLORELLA*TIEMPO 128,21 7 18,32 8,62 <0,0001
COHNCENT*TIEMPC 1714,01 14 122,43 57,61 «<0,0001
CHLOBRELLA*CONCENT*TIEMPC 138,928 14 9,93 4,67 <0,0001
Error 204,00 98 2,12
Total 20986, 70 143

Nota. Fuente: Los autores, 2016

3.5.2 Resultados de remocion de cadmio en las soluciones acuosas durante el
proceso.
Finalizada la prueba estadistica para todas las variables en relacién a ausencia y
presencia de Chlorella sp. en las perlas de alginato, tiempo de exposicion de la
solucion acuosa y concentracion de Cd se comprueba que el mejor tratamiento para
remocion de Cd asignado con la letra “A” es el correspondiente a perlas de alginato
con Chlorella sp. inmovilizada en la concentracién de 20 ppm de Cd a los 80 min,
presentdndose el menor porcentaje de remanente en la solucién con una media de
40,33% (Tabla 3); tal como lo demuestra Valle, (2007), las microalgas trabajan mejor
a menores concentraciones de metal, en este estudio se utilizaron microalgas libres
para la remocion de iones cadmio en aguas residuales urbanas, resultados similares
presentaron Fonseca y Ruiz, (2008), quienes trabajaron con hongos inmovilizados
probando que en menores cantidades de metal logra mayor porcentaje de remocion
pues a menores concentraciones de cadmio es eficiente la interaccion del ion con la
pared del microorganismo; y presentando la menor remocion en el tratamiento

asignado con la letra “a” correspondiente a presencia de Chlorella sp. a 200 ppm de
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Cd en 0 min, dejando un residuo de 89,21% de metal en la solucion (Tabla 4, Anexos

9y 10).

Tabla 3.

Anadlisis de las interacciones de Chlorella sp.

Tast:Duncan Alfa=0,05

Error: 2,1250 gl: 96

CHLOBELLR CONCENT TIEMBD Modiso n E.E.

2,00 2,00 8,00 40,33 3 0,84 R

1.00 2.00 B. 00 44,44 2 0,84 B

2,00 2,00 7.00 46,50 3 0,84 B C

2,00 2,00 5,00 48,50 3 0,84 Ll ]

1,00 2,00 7.00 48,83 3 0,84 Ll ]

1,00 2,00 E.00 45,54 2 0.84 5]

2,00 2,00 E.00 50,00 3 0,84 5]

1,00 3,00 .00 EE.4E 3 0.84

2.00 2.00 4.00 5,22 3 0,84 E

1,00 2,00 5,00 56,33 3 0,84

1.00 2.00 4.00 E0.E7 3 0O.84 F

1,00 3,00 7.00 E2.02 3 0,84 F

2.00 2.00 3,00 E3,50 3 0,84 = H

1,00 3,00 E.00 E3.78 3 0,84 = H

1.040 4.00 .00 E4.12 3 0.84 2 HE I

1,00 3,00 5,00 E4.E4 32 0.B84 2 H I

1,00 2,00 3,00 ES,.78 3 0,84 E I J

1,00 3,00 4.00 ES.B2 3 0,84 E I J

1,00 3,00 3,00 EE.,70 3 0,84 I J K

1.00 4.00 7.00 EE. 78 32 0O.84 I J K

1,00 4.00 E.00 E8,17 3 0,84 J E L

1.00 3.00 2.00 E8.B84 3 0,84 E L

1,00 4.00 5,00 ES. 46 3 0.84 L M

2.00 2.00 2.00 70,11 32 0,84 L H N

1,00 3,00 1,00 0.5 3 0,84 L M K

1.040 2.00 2.00 0.5 3 0.84 L M KN

2,00 3,00 .00 71,74 3 0,84 M N O

1,00 4,00 4.00 72,38 3 0,84 E & F

2,00 3,00 7.00 73,76 3 0.84 L= I +]

1,00 4.00 3,00 74.48 32 0.B4 F O

1.00 2.00 1.00 74,67 32 0,84 F Q

1,00 4.00 2,00 75,53 3 0,84 g =

2.00 3,00 E.00 75,63 3 0,84 Q =

2,00 4.00 .00 76,02 3 0,84 g =

2.00 3.00 E.00 77.3% 3 0,84 R 5

1,00 4.00 1,00 77,77 3 0.84 R 5

2.00 4.00 7.00 78,02 3 0,84 R 15

2,00 4.00 E.00 78,68 3 0,84 3 T

2,00 3,00 4,00 7%,07 3 0,84 3 T T

2,00 4.00 5,00 75,44 32 0.B84 3 T T

2,00 3,00 3,00 B0.7¢ 3 0,84 T 0T W
2,00 4.00 4.00 81,53 3 0,84 T W X
2,00 2,00 1,00 B2.,3% 3 0,84 W X
2.00 4.00 3.00 BZ. 4 32 0O.84 W X
2,00 3,00 2,00 83,53 3 0,84 X Y
2.00 3.00 1.00 BE.18 3 0O.84 ¥ =
2,00 4.00 2,00 B7.1% 3 0,84 I a
2. .00 4,00 1. .00 B 21 3 0,84 a
Mmd:inz con uno leéro comin no son aignificotivozants difsrmnctss (p > 0,080

Nota: Analisis de las interacciones de la presencia o ausencia de Chlorella sp. segln diferentes
concentraciones en diferentes tiempos de exposicidn de la solucion acuosa de metal a las perlas de

alginato. Fuente: Los autores, 2016
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Tabla 4.

Resultados del porcentaje de remanente de cadmio en soluciones acuosas en
concentracion 20, 100 y 200 ppm durante 80 min.

20 ppm 100 ppm 200 ppm
rlasooin | "rede0den| ollucion | TedeCOn | ensahion | [T e Coen
acuosa acuosa acuosa
%de Cden %de Cden | %de Cden
sgl)ﬁ)c(:gr?:cﬁr(l;:) sélucice'm acsgs:) séﬁc?gf;‘cﬁgslg) sc()lucign actejrcls:) sgl)/ljc?gr?gcﬁgslg) sc(JIucign acﬁgs:)
t0 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
t1 82,39 74,67 86,18 70,56 89,21 77,77
t2 70,11 70,56 83,93 68,84 87,19 75,53
t3 63,50 65,78 80,76 66,70 82,64 74,48
t4 56,22 60,67 79,07 65,82 81,53 72,38
t5 48,50 56,33 77,39 64,64 79,44 69,46
t6 50,00 49,94 75,63 63,78 78,68 68,17
t7 46,50 48,83 73,76 62,02 78,02 66,78
t8 40,33 44,44 71,74 55,46 76,02 64,12

Nota: Abreviaturas: t0= 0 min, t1= 10 min, t2= 20 min, t3= 30 min, t4= 40 min, t5= 50 min, t6= 60 min, t7= 70

min, t8= 80 min. Fuente: Los autores, 2016

3.5.2.1 Comparacion de los tratamientos con el uso de perlas de alginato con
Chlorella sp. y sin Chlorella sp. a concentracion de 20 ppm de cadmio
Para el caso la concentracion de cadmio para 20 ppm versus el tiempo de exposicién
de la solucién acuosa a las perlas de alginato con Chlorella sp., se establecié una
disminucion del metal en la solucion a lo largo de los 80 min tanto en el tratamiento
testigo como en el tratamiento con Chlorella sp. observando que la mayor velocidad
de remocién se da a los primeros 10 min como se muestra en el Anexo 5; por el
contrario se da una diferencia significativa segun R para el t8 con Chlorella sp.
inmovilizada, presentando una mejor remocién en relacion al tratamiento testigo sin
presencia del alga. A tiempos inferiores a los 80 min, y como se demostro en las

pruebas de viabilidad, Cholrella sp. es capaz de resistir 20 ppm de Cd, por lo menos
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durante una hora, por otro lado, los resultados de Alvarez (2015), comprobaron que el
alga puede resisir concentracines inferiores a los 20 ppm, en su estudio de
prefactibilidad de la remocion con microorganismos inmovilizados, potenciando el
trabajo de remocion propio del alginato. Estos resultados nos muestran que Chlorella
sp. pudo permanecer viable durante los 80 miunutos de exposicion lo que favorecio
los procesos de remocion del metal, de manera que, la microalga potenciala la
capacidad de remocion del alginato, por lo que se podria utilizar Chlorella sp.
inmovilizada en esta matriz para procesos de biorremediacion de cadmio a bajas

concentraciones del metal.

3.5.2.2 Comparacion de los tratamientos con el uso de perlas de alginato con
Chlorella sp. y sin Chlorella sp. a concentracion de 100 ppm de cadmio
Para el caso de la concentracion de 100 ppm de cadmio, a medida que avanzaron los
80 min del proceso de experimentacion, mostrando una mayor velocidad de remocion
a los primeros 10 min. Se observa una diferencia significativa del tratamiento testigo
en relacion al tratamiento con el uso de Chlorella sp., determinando que el proceso
muestra una ventaja de remocion sin la microalga, con resultados similares Alvarez,
(2015), remocion de metales con perlas de alginato de calcio (Anexo 6); este polimero
tiene mayor capacidad de remocidén a mayor concentracion de cadmio, sin embargo
debido a que Chlorella sp. disminuye su capacidad de remocién a medida que
aumentan las concentraciones del metal debido a la muerte celular; disminuyendo la
capacidad de cadmio, de manera que las biomoléculas del alginato trabajan mejor
removiendo cadmio cuando estan solas que cuando se encuentran unidas a las células
de la microalga, debido a que la presencia de la biomasa de Chlorella sp., disminuye
la superficie especifica de contacto del alginato con el metal. Esto demuestra que la

matriz de alginato podria ser utilizada efectivamente en proceos de remocién de Cd a
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elevadas concentraciones. Martin, (2008), erigié que algunos metales pesados tienen
mayor afinidad por material biosorbente, esto puede regirse a propiedades como: carga
eléctrica, potencial idnico; ademas de la superficie de contacto de ciertos materiales
bioldgicos como el alginato o de las membranas bioldgicas de ciertas algas que
influyen en la adsorcion de los iones metalicos de acuerdo a la superficie irregular y
heterogénea de las membranas que constituyen los biosorbentes; de acuerdo a la
interaccion de los metales pesados y la matriz del material bioldgico; dificultando la
biosorcidn de los iones metalicos; cuando la superficie de los biosorbentes se encuentra
comprimida y/o obstaculizada por la presencia de otros metales pesados o grupos

metalicos.

3.5.2.3 Comparacion de los tratamientos con el uso de perlas de alginato con
Chlorella sp. y sin microalga a concentracion de 200 ppm de cadmio
Para la concentraciéon de 200 ppm de cadmio, se observa que la mayor velocidad de
remocion se da a los primeros 10 min (Anexo 7). Se corroboré que mientras aumento
la concentracion de metal, existié una diferencia significativa en el tratamiento sin
Chlorella sp., en relacion al tratamiento con Chlorella sp. determinando que el proceso
de remocidn es mejor sin la presencia de la microalga, esto dado a Chlorella sp.
disminuye su capacidad de remocion a medida que aumentan las concentraciones del
metal en las soluciones debido a la presencia de biomasa no viable y a la reduccion de

la superfiecie especifica de contacto (Martin, 2008).
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3.5.2.4 Analisis comparativo de los valores medios para los tratamientos con
Chlorella sp. y sin Chlorella sp. en relacién a diferentes concentraciones
de cadmio, tiempo de exposicion y sus diferentes interacciones.

Existe una diferencia en el tratamiento con perlas de alginato sin Chlorella sp. (Tabla

5) quedando 64,91 % del metal cadmio en la solucién; comparado al tratamiento con

perlas de alginato con Chlorella sp. en el que qued6 72,45 % del metal cadmio en la

solucion, esto se debe a la capacidad de resistencia de la microalga a diferentes

concentraciones de metal.

Tabla 5.

Test Duncan para la presencia o ausencia de Chlorella sp.

Test:Duncan Alfa=0,05

Error: 22,1250 gl: 89&

CHLORELLA Medias n E.E.

1,00 64,91 T2 0,17 A

2,00 72,45 72 0,17 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,.05)

Nota: Test Duncan para la presencia o ausencia de Chlorella sp. en perlas de alginato durante el
proceso de remocién de metal en relacion al remanente de cadmio en soluciones acuosas. Fuente: Los

autores, 2016

Segun las pruebas estadisticas en relacion a la concentracion con un nivel de
significancia, existe una diferencia en el tratamiento de 20 ppm de Cd (Letra “A”),
dejando en la solucion solo un 58,05 % de cadmio; siendo el tratamiento de 200 ppm
de Cd, el menos efectivo asignado (Letra “C”), dejando 76,34 % del metal en la
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solucion y a la concentracion de 100 ppm de cadmio, un nivel intermedio de remocion

(Letra “B”) dejando en la solucion un 71,64 % del metal (Tabla 6).

Tabla 6.

Test de Duncan para las concentraciones de Cd

Teszt:Duncan Alfa=0,05
Error: 2,1250 gl: B9&

CONCENT Medias n E.E.

2,00 58,05 48 0,21 &

3,00 71,64 48 0,21 B
4,00 76,34 48 0,21 C

Nota: Test Duncan para los valores medios del porcentaje de metal en el remanente de cadmio en

soluciones acuosas en relacion a la concentracién inicial de cadmio. Fuente: Los autores, 2016

Segun las pruebas estadisticas en el t8 -80 min- (Letra “A”) dej6 en la solucion una
concentracion de 58,69 % de cadmio, sin embargo, existe mayor velocidad de
remocion en el tiempo 1 -10 min- probando la hipotesis de Fonseca y Ruiz (2008),
quienes indican que mientras a mayor superficie de contacto entre las perlas de

alginato y el metal, aumenta el porcentaje remocion (Tabla 7).

Tabla 7.

Test de Duncan para los tiempos de exposicién

Test:Duncan Alfa=0,05

Error: 2,1250 gl: 2¢&

TIEMPC Medias n E.E.

8,00 58,69 18 0,34 &

7,00 62,65 18 0,34 B

6,00 64,37 18 0,34 C

5,00 65,96 18 0,34 D

4,00 69,28 18 0,34 E

3,00 72,31 18 0,34 F
2,00 76,03 18 0,34 G
1,00 80,13 18 0,34 H

Nota: Test Duncan para el tiempo de explosion de las perlas de alginato a las soluciones acuosas del

metal cadmio. Fuente: Los autores, 2016
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Segun las pruebas estadisticas para todas las medias en relacion a la primera
interaccion con presencia o ausencia de Chlorella sp. en diferentes concentraciones
existe una superioridad del tratamiento 2 correspondiente a perlas de alginato con
Chlorella sp. en la menor concentracion 20 ppm asignado con la letra “A” dejando en
la solucion solo 51,19 % de cadmio; siendo el tratamiento 2, perlas de alginato con
Chlorella sp., a la concentracion més elevada (200 ppm) el menos efectivo asignado

con la letra “F” dejando 81,59 % del metal en la solucion (Tabla 8).

Tabla 8.

Test de Duncan para presencia, ausencia y concentracion

Test:Duncan Alfa=0,05
Error: 2,1250 gl: 9&
CHLCORELLA CCHNCENT Medias n E.E.

2,00 2,00 57,19 24 0,30 &

1,00 2,00 58,90 24 0,30 B

1,00 3,00 64,73 24 0,30 C

1,00 4,00 71,08 24 0,30 D

2,00 3,00 78,56 24 0,30 E
2,00 4,00 81,59 24 0,30 F

Nota: Test Duncan para la presencia o ausencia de Chlorella sp. en perlas de alginato durante el
proceso de remocidn en relacion a los valores medios del porcentaje del metal en las soluciones

acuosas con diferente concentracion inicial de cadmio. Fuente: Los autores, 2016

3.6 Digestion acida de las perlas de alginato y relacion del balance de masas

El procedimiento de digestion permitié determinar la cantidad de metal que fue
removido por las perlas. Se logré una aproximacion real de remocion, junto con un
adecuado balance de masas, confirmando que la cantidad de metal presente en las
perlas posterior al proceso de digestion sumado al total de metal presente en las
soluciones acuosas fueron valores cercanos al total de metal utilizado al inicio de los

ensayos como establece Logrofio (2012), que debe haber un equilibrio de la materia
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en donde la misma cantidad del reactivo que entra debe ser igual a la suma de las
trasformaciones de los productos obtenidos.

La relacion del balance de masas dio como resultado que, la concentracion de metal
que no se encontraba en la solucidn acuosa, se encontraba contenida en las perlas de
alginato tanto para el tratamiento con Chlorella sp. como para el tratamiento sin
microalga, y se determiné que existio un ligera pérdida de Cd (Anexo 8), durante el
proceso de digestion posiblemente debido a peérdidas durante la ebullicion,
demostrando que el proceso de remocidn se establecio por condiciones biologicas del

alginato y la microalga.
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Capitulo IV

Conclusiones

A bajas concentraciones de metal (20 ppm) la microalga potencia su capacidad
de remocion logrando un porcentaje de remocion de 59,67% con Chlorella sp.,
siendo significativamente mayor que la remocion presentada sin Chlorella sp

(55,56%).

El proceso de viabilidad demostr6 que Chlorella sp. puede resistir durante
periodos de por lo menos 60 min la presencia de cadmio a 20 ppm, de forma
que, en el proceso de remocion de metal a esta concentracion, la biomasa de la
microalga permaneceria viable.

Chlorella sp. inmovilizada en perlas de alginato se podria utiliazar para
procesos de biorremediacion de cadmio a bajas concentraciones del metal,
debido a que la presencia de biomasa viable de la microalga potenciala la

capacidad de remocion del alginato.

En los ensayos de remocién con concentraciones iniciales de 100 y 200 ppm
de cadmio, se observo que existié una diferencia significativa en relacion al
tratamiento con Chlorella sp., y sin microalga. Las perlas de alginato sin
microalga remueve mayor cantidad de metal que cuando se combina alginato
con Chlorella sp. Es asi que a 100 ppm y 200 ppm de cadmio se obtuvieron
valores de 44,54% y 35,88% de remocion respectivamente cuando el alginato
esta sin microalga sp., mientras que al inmovilizar Chlorella sp. los porcentajes
disminuyen relativamente a 28,26% Yy 23,92% respectivamente.

El andlisis de viabilidad mostré que al exponer directamente Chlorella sp. a

concentraciones de 100 ppm y 200 ppm de cadmio existe una diferencia de
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coloracion durante la exposicion. Se observéd el cambio de verde oscuro a
tonalidad parda que representa el deterioro celular de la microalga
inmediatamente al exponer al metal a la microalga, aumentando a las 24 horas
y a los 7 dias se intensifico su coloracion parda, de manera que las células no

son viables a estas concentraciones de metal.

La presencia de la biomasa de Chlorella sp., no viable por accion de las
elevadas concentraciones del cadmio (100 y 200 ppm) en los ensayos de
remocion, disminuye la superficie especifica de contacto del alginato con el
metal, de manera que la matriz de alginato sin microalga podria ser utilizada

efectivamente en proceos de remocién de Cd a elevadas concentraciones.

El andlisis de la remocién de cadmio con perlas de alginato en presencia y
ausencia de Chlorella sp., permiti6 definir un balance de masas adecuado entre
la cantidad de metal presente en las perlas luego de la digestion y el remanente
de metal en la solucidn acuosa, en el cual existen pocas perdidas de metal
probablemente debido proceso de ebullicion.

Se establecié que el mejor periodo de remocion fue a los primeros 10 min, en
donde tanto el tratamiento utilizando perlas alginato con Chlorella sp. como el
tratamiento sin microalga presentaron la mayor velocidad de remocion en

relacién a los demas tiempos de tratamiento.
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Recomendaciones

Monitorear continuamente las condiciones de luz, temperatura, agitacion y
adicion de nutrientes (Nitrofoska) monitoreando continuamente la coloracion
verde obscura propia de Chlorella sp. para un saludable crecimiento de la
microalga, asi como, un continuo conteo de células para verificar la
multiplicacién, descartar muerte celular y controlar posible contaminacion con

otro tipo de microrganismos, para obtener una Chlorella de calidad.
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ANEXos

Anexo 1. Morfologia células de Chlorella sp.

Fuente: Los autores, 2016
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Anexo 2. Pruebas de viabilidad fase inicial

Prueba de viabilidad de Chlorella sp. expuesta a diferentes
concentraciones de Cd a tiempo cero, (A) 0 ppm, (B) 20 ppm, (C) 100
ppm, (D) 200 ppm.

Fuente: Los autores, 2016

Prueba de viabilidad de Chlorella sp. expuesta a diferentes
concentraciones de Cd a tiempo 60 min, (A) 0 ppm, (B) 20 ppm, (C) 100
ppm, (D) 200 ppm.

Fuente: Los autores, 2016
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Anexo 3. Pruebas de viabilidad fase final

Prueba de viabilidad de Chlorella sp. expuesta a diferentes concentraciones de Cd
a tiempo 24 horas, (A) 0 ppm, (B) 20 ppm, (C) 100 ppm, (D) 200 ppm.

Fuente: Los autores, 2016
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Prueba de viabilidad de Chlorella sp. sin Nitrofoska expuesta a diferentes concentraciones de Cd a
tiempo 7 dias, (B) 20 ppm, (C) 100 ppm, (D) 200 ppm.

Fuente: Los autores, 2016
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Anexo 4. Lectura y curva de regresion estdndares de Cadmio. R = 0,99

Fuente: Los autores, 2016

Fuente: Los autores, 2016
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Anexo 5. Variacién de la concentracion de 20 ppm de Cd

Concentracion 20 ppm
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Nota: Variacién de la concentracion de Cd en la solucion acuosa con respecto al tiempo durante
el proceso de remocion de 20 ppm de metal por accion de perlas de alginato con Chlorella sp.
y sin Chlorella sp. Fuente: Los autores, 2017
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Anexo 6. Variacion de la concentracion de 100 ppm de Cd

Concentracion: 100 ppm
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Nota: Variacién de la concentracion de Cd en la solucion acuosa con respecto al tiempo durante
el proceso de remocion de 100 ppm de metal por accion de perlas de alginato con Chlorella
sp. y sin Chlorella sp. Fuente: Los autores, 2017
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Anexo 7. Variacion de la concentracion de 200 ppm de Cd

Concentracion: 200 ppm
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Nota: Variacién de la concentracion de Cd en la solucion acuosa con respecto al tiempo durante
el proceso de remocion de 200 ppm de metal por accion de perlas de alginato con Chlorella
sp. y sin Chlorella sp. Fuente: Los autores, 2017.

54



Anexo 8. Balance de masas

Balance de masas: Disgestion, Remanente
y Residuo finalizado el proceso de

remocion
Sin Chlorella sp.

20ppm [y

Con Chlorella sp.

zoopprn [ ———

100ppm  [Me—
2Cppm et |

0 50 100 150
* Digestion * Remanente W Pérdida

Fuente: Los autores, 2017
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Anexo 9. Valores de las mediciones de cadmio en solucion sin Chlorella sp.

Concentracion Inicial 20 ppm Cd
Datos con
Chlorellasp. |t0 |t1 t2 t3 t4 t5 t6 t7 t8
- 20| 15,7 13| 12,9| 11,6| 10,2| 9,6 95 8,7
%; 20 15| 13,1| 13,1| 11,3| 9,6| 10,3| 9,3 7,8
=-| Balon 20| 16,3| 134 12| 11,8 95| 10,3| 9,3 7,7
S 20| 16,9 143| 11,7| 11,7| 98| 96 9 7,7
& 20| 17,8| 14.6| 125| 11,3| 10,2| 10,1| 95 8,5
Balén 20 17| 13,6| 13,1| 11,1, 93| 99| 93 8,8
20| 16,5| 14,4| 133| 11,5 95| 95| 93 7,6
20| 17,1 15,1| 13,4| 11,8 99| 10,4 9,3 8,2
Balén 20 16| 14,7 12,3| 91| 93| 10,3| 9,2 7,6
Concentracion Inicial 200ppm Cd
Datos con
Chlorellasp. [t0 |t1 t2 t3 |t4 [t5 |t6 t7 t8
- 100| 85,4 80,3| 789|76,5| 75| 749 74 72,5
% 100| 84,5 81,8| 77,8| 76,4| 75,1 75| 74,2 73,9
S| Balén 100| 83,1 82,6|77,8|765| 753 749| 745 74,4
S 100| 86,7| 839| 82]817]792| 791 74 69,7
3 100| 88,2 86,5|82,7|81,6|79,2| 756| 72,7 70,2
Balén 100| 87,6 85|84,2|834| 79| 756| 72,7 71,7
100| 84,7 82,8| 80|788| 784 75| 73,2 70,5
100| 88,6 86,5|81,1|789|77,1| 753| 74,2 72,8
Balén 100| 86,8 86|823|77,8|782| 753| 74,3 70
Concentracion Inicial 200 ppm Cd
Datos con
Chlorellasp. [t0 [tl t2 t3 t4 t5 t6 t7 t8
o) 200| 184,4| 175,3|166,1| 165(162,5| 156,4| 156,3| 155,8
§ 200| 177,9| 175,4|166,5| 165|158,4| 156,8| 156,5| 155,9
= Baldn 200| 176,1| 175,1|165,3| 164(159,6| 159,2| 158,7| 153,8
S 200| 172,8| 170,8|165,5|161,8|156,7| 156| 155,3| 151,6
& 200| 176,8| 172,4|164,2|161,8(158,3| 157,3| 153,7| 151,2
Baldn 200| 176,5| 173,1|166,4|165,3(159,3| 158,2| 156,5| 149,3
200| 184,2| 176,2|165,8|161,3|160,2| 159,3| 155,8 153
200| 178| 175,4|163,9|160,2(158,3| 157| 155,7| 1449
Baldon 200| 179,1| 175,8|163,9|163,2(156,6| 156| 155,9| 152,8

Fuente: Los autores, 2017
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Anexo 10. Valores de las mediciones de cadmio en solucion con Chlorella sp.

Concentracion Inicial 20 ppm Cd
Datos sin
Chlorella sp. t0 tl t2 [t3 |4 |15 t6 t7
o 20| 151 14,1 13,4| 13,4| 11 9,9 9,8 9,2
-§ 20| 14,9 145] 12,9| 11,2| 10,9 10 9,5 8,9
=4 Balén 20| 154 14,3 13)9| 11,5| 11,6| 10,3 9,1 8,7
S 20| 139| 139|127[126[119]| 96| 10 9,2
] 20| 14,2 146| 12,8 12,3| 12| 94| 99 9,1
Balon 20| 15,3 13,8| 14,1| 12| 10,7 10,6| 10,3 9
20| 14,8 139| 13,6| 11,9| 11,3| 10,8| 10,5 8,6
20| 145 14| 12,1| 11,8| 11,8 9,7 9,6 8,2
Balon 20| 16,3 13,9| 12,9| 125| 10,2| 9,6 9,2 9,1
Concentracion Inicial 100ppm Cd
Datos sin
Chlorella sp. t0 tl t2 t3 t4 |5 t6 t7 t8
>y 100 70,8 68,8| 66,7| 658| 65| 64,6| 623|593
§ 100| 70,4 68,4| 66,6| 66,5| 65,2| 64,9| 634/ 589
= Balon 100 70,3 69,2| 66,5| 655| 64,8| 63,6 61,3| 57,6
S 100| 69,7| 68,2| 67,4| 658| 649| 649 62| 554
3 100| 68,7 68,5| 67,1 655| 64| 63,6| 629 56,2
Balon 100| 69,5 69,4| 66,4| 65,6| 64,3| 62,9 60,9 53,2
100 71 69,2| 67,6| 66,7| 63,7| 629| 61,7| 524
100| 72,7 68,9| 66,3| 65,7| 64,8 63| 61,3| 53,1
Balon 100| 71,9 69| 65,7| 653| 65,1| 63,6 624| 53
Concentracion Inicial 200 ppm Cd
Datos sin
Chlorellasp. |t0 |t1 t2 t3 t4 t5 t6 t7 t8
- 200|152,4| 150,9|149,8|144,4|139,4| 135,7| 134,9| 130,1
-§ 200| 152,5| 151,8|149,6|144,2|139,7| 134,2| 135| 129,6
S| Balon 200| 155,7| 150,7|149,4|143,9| 139| 134,8| 132,5| 128,7
S 200|154,9| 151,8(149,8/1458|138,5| 137,4| 133,4| 1254
] 200| 156,5| 150,6/150,5(143,5|138,9| 137,2| 131,7| 130,9
Balon 200 155,3| 150,3|148,9|142,9|138,7| 138,6| 134,5| 132,3
200| 155,7| 151,1| 148|145,5|138,7|136,6| 134,1| 126,5
200|157,1| 151,8|147,6|146,5/139,7| 135,8| 132,9| 124,7
Baldn 200| 159,7| 150,6| 147|146,1|137,7|136,7| 133| 1259

Fuente: Los autores, 2017
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