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Resumen

La contaminacion de fuentes hidricas por metales pesados ha crecido
proporcionalmente al aumento de la industrializacion, por lo que han buscado
soluciones con técnicas innovadoras para la remocion de dichos contaminantes,
como es el uso de microalgas. En este trabajo se muestra el estudio isotérmico de
biosorcién de cadmio en solucién acuosa empleando la microalga Chlorella sp.
inmovilizada en perlas de alginato. Para esto se determinaron las condiciones
Optimas de remocién: tiempo de contacto, pH, concentracion de células de Chlorella
sp. y concentracion del metal en la solucion por medio de la cinética de biosorcion.
Las perlas, con una densidad de 3x107 cel/mL de alginato, fueron inoculadas en
soluciones acuosas a las diferentes concentraciones de Cd utilizadas. Los datos
experimentales de la bioadsorcién de Cd con el tratamiento de perlas de alginato con
Chlorella sp. se ajustaron favorablemente al modelo de Langmuir obteniendo una
concentracion maxima de retencion de Cd (gm) de 5,640 mg por gramo de perla de
alginato con Chlorella sp. inmovilizada (biosorbente), a un tiempo Optimo de 223
miny a pH 5 (pH 6ptimo) mientras que para el tratamiento de perlas de alginato sin
Chlorella sp., los datos experimentales de la bioadsorcion de Cd se ajustaron
favorablemente a los dos modelos de Langmuir y Freundlich, con un gm de 5,356
mg por gramo de perla de alginato (biosorbente). Los dos tratamientos se podrian
emplear para procesos de biorremediacion con cadmio. Sin embargo, se espera que si
se eleva la concentracion celular de Chlorella sp. en las perlas se pueda incrementar
la remocion de metal,empleando exitosamente en tratamientos de remocion de

cadmio.

Palabras claves: Chlorella, inmovilizacion, alginato, isotermas, biosorcién, cadmio.



Abstract

The pollution of water sources by heavy metals has grown proportionally to the rise
of industrialization, so solutions have been sought with innovative techniques for the
elimination of such pollutants, such as the use of microalgae. In this work is shown
the isothermal study of cadmium biosorption in solution using the microalga
Chlorella sp. immobilized in alginate beads. For this the optimal conditions of
removal were determined: contact time, pH, cellular concentration of Chlorella sp.
and concentration of the adsorbed metal. The experimental data of the bioadsorption
of Cd with the treatment of alginate beads with Chlorella sp. it adapted favorably to
the Langmuir model obtaining a maximum concentration of Cd retention (gm) of
5,640 mg per gram of cotton pearl with Chlorella sp. immobilized (biosorbent), an
optimal time of 223 minutes at pH 5 (optimum pH) while for the treatment of
alginate beads without Chlorella sp., the experimental data of the Cd bioadsorption
adjusted favorably to the two Langmuir models and Freundlich, with a gm of 5.356
mg per gram of alginate bead (biosorbent). The two treatments can be used for
bioremediation processes with cadmium. However, it is expected that the cellular
concentration of Chlorella sp. In the pearls, the removal of metal can be increased,

using successfully in cadmium removal treatments.

Keywords: Chlorella, immobilization, alginate, isotherms, biosorption, cadmium.



Introduccion

La preocupacion por la contaminacion del ambiente con elementos toxicos como los
metales pesados producidos principalmente de las industrias agricolas, metaldrgicas,
textiles, plésticas, mineras y curtido de cuero han causado una serie de problemas
ecoldgicos y sobre la salud humana (Plaza Cazon, 2012). La toxicidad de los metales
pesados, radica en que al no ser quimica ni biolégicamente degradables, se acumulan
progresivamente en el organismo o pueden permanecer en el ambiente durante afio

(Sandoval, 2006).

Los efectos de los metales sobre los ecosistemas son una gran preocupacion tanto
econdmica como de salud publica. Por esto la remediacién sobre todo de recursos
hidricos contaminados con dichos elementos, se considera una prioridad, dando
como resultado el estudio de tecnologias alternativas y sustentables donde disminuya
el uso de productos quimicos y favorezca el uso de organismos vivos o partes de

ellos para beneficio del ser humano y su ambiente.

Existen métodos fisicos, quimicos y bioldgicos convencionales para la remocion de
metales pesados en soluciones acuosas, tales como: la oxidacion, reduccion,
intercambio  i6nico, precipitacion, filtracion, tratamiento  electroquimico,
recuperacion por evaporacion y tecnologias de membrana (Plaza Cazén, 2012).
Segun Gupta & Saleh, (2013) cuando la concentracion de los metales es muy baja,
los procesos convencionales resultan caros y poco eficientes. Por eso dentro de la
biotecnologia existen técnicas para el tratamiento de contaminacion de fuentes
hidricas en especial con metales pesados tales como: la biosorcion, la precipitacion

extracelular y la captacion a través de biopolimeros purificados y de otras moléculas



especializadas, derivadas de células microbianas (Villanueva, 2000). Estos procesos
han permitido el uso de material vivo o partes de ellos para procesos de remediacion,

demostrado ser eficaces y eficientes.

Actualmente en Ecuador, segun la Secretaria de Educacion Superior, Ciencia,
Tecnologia e Innovacién (SENESCYT, 2015), se han realizado estudios sobre
biosorciéon de cadmio en aguas residuales de mineria, utilizando residuos organicos
como el bagazo de la cafia de azUcar, el mesocarpio (fibra) del coco y la mazorca de
maiz reportando resultados de remocion de 87,63 % ;88,32 % y 72,34 %,
respectivamente Asi mismo la utilizacion de microalgas como técnica de
remediacion bilégica ha prometido diversas aplicaciones tales como: la remocién de
nutrientes de aguas residuales con altos contenidos de materia organica, tratamiento
de aguas residuales acidas y con metales debido a su capacidad de transformacién y

degradacion de sustancias toxicas (Forero Montilla, 2015).

En la Universidad Politécnica Salesiana ya se ha realizado un analisis de remocion de
cadmio por la accién de la microalga Chlorella sp. inmovilizada en perlas de alginato
donde obtuvieron una remocién del 59,67 % partiendo de una concentracion inicial
de 20 mg/L (ppm) del metal y un tiempo de 80 minutos (Perenguez Ortega & Valdez
Alvarez, 2017). Sin embargo, aln no se han realizado estudios de biosorcion y
calculos de isotermas con Chlorella sp. inmovilizada frente a soluciones acuosas con
cadmio, lo que permite obtener un conocimiento mas completo con respecto a la

biorremocion de este metal utilizando la microalga Chlorella sp.

El presente proyecto de investigacion tuvo como proposito el estudio isotérmico de

biosorciéon de cadmio en una solucién acuosa empleando la microalga Chlorella sp.



inmovilizada en perlas de alginato, determinando el efecto del pH y tiempo de
contacto optimos en la adsorcion de Cadmio por accién de perlas de alginato con
Chlorella sp. inmovilizada a temperatura ambiente, preparando soluciones estandar
de concentraciones de 1 a 20 mg/L (ppm) de cadmio, asi como tambiéen se calculo la
capacidad maxima de remocion de cadmio mediante modelos cinéticos isotérmicos
de Lagmuir y Freundlich, corroborando los datos con un analisis estadistico con
aplicacion de la prueba de Dixon para discriminar datos atipicos y andlisis de

varianza corroborando los datos con una prueba de rango post hoc de Tukey.



Capitulo 1

1. Marco conceptual

En la mayoria de los estudios recientes sobre la eliminacién de metales pesados en
efluentes, se informa que el cadmio es uno de los metales pesados mas toxicos y
perjudiciales para los ecosistemas (Covarrubias & Cabriales, 2017; Rubio, Delgado,

& Amaya, 2017; Zhang, Zhao, Wan, Chen, & Bai, 2016).

El cadmio se encuentra en la naturaleza en forma de 6xidos complejos, sulfuros y
carbonatos en el cinc, plomo y menas de cobre. No se encuentra en el ambiente como
un metal puro (Garcia & Cruz, 2012). Su masa atémica es 112,41; su punto de fusién
es de 320,9 °C y su punto de ebullicion es de 765 °C (Manchola, 2012). En cuanto a
sus aplicaciones, se utiliza el en 9 % para pigmentos en galvanizacion, un 7 % en
electrodeposicion y como estabilizador de plasticos en 1,2 % (USGS, 2008).
Ademas, puede encontrarse en los conductores eléctricos y en aleaciones con otros
metales para incrementar la fuerza, la resistencia al uso, la plasticidad, o para bajar el

punto de fusiéon (Mead, 2011).

Existen varios métodos convencionales que se han estudiado para el tratamiento de
fuentes hidricas contaminadas con metales pesados las cuales son: precipitacion,
oxidacion, reduccion, intercambio ionico, filtracion, tratamiento electroquimico,
tecnologias de membrana y recuperacion por evaporacion (Diego Ivan Caviedes
Rubio, Calderon, Gualtero, Acosta, & Sandoval, 2015). Sin embargo Villanueva,
(2000) menciona que estos métodos resultan costosos e ineficientes, cuando la
concentracion de los metales es muy baja y en muchos casos el agente activo no

puede ser recuperado para su posterior reutilizacion. Por otra parte, estan los métodos



bioldgicos que permiten el uso de organismos y microrganismos Vivos 0 inactivos
que tienen la capacidad de adsorber, acumular, metabolizar o degradar compuestos

toxicos como los metales pesados (Diego Ivan Caviedes Rubio et al., 2015).

1.1 Microalgas

Las microalgas son organismos eucariotas fotosintéticos que tienen un tamafio de 5-
50 pm en promedio, convertidores de energia solar en energia quimica muy
eficientes, de hecho cuatro veces superior a la de las plantas (Pérez & Marcus, 2015).
Por esto, durante décadas, las microalgas han demostrado que pueden producir una
gran variedad de metabolitos secundarios Utiles para las industrias farmacéutica,
alimentaria, nutraceltica, cosmetoldgica y biotecnoldgica (Guaman & Gonzélez,

2016), (de-Bashan & Bashan, 2010).

La composicién de la pared celular de las microalgas cumplen un papel muy
importante a nivel ambiental ya que contienen grupos funcionales cargados
negativamente lo que les hace ser afines a metales pesados (Monteiro, Castro, &
Malcata, 2012). Constituyen mecanismos que les permiten producir moléculas
peptidicas capaces de unirse a los iones de los metales formando complejos
organometalicos, neutralizando el efecto toxico de los metales dentro de la microalga

(Cobbett & Goldsbrough, 2002).

Suresh Kumar, Dahms, Won, Lee, & Shin, (2015) menciona en su estudio que estos
mecanismos permiten la retencion de iones metalicos libres que se encuentran en las
aguas donde esta la microalga, causando una desintoxicacion y remediacién de la

misma.



El cultivo de microalgas varia de una especie a otra cumpliendo parametros
fisicoquimicos optimos de nutrientes, temperatura, salinidad, intensidad luminosa y
pH (Pérez & Marcus, 2015). Segun, Piotrowska-Niczyporuk, Bajguz, Zambrzycka,
& Godlewska-Zylkiewicz, (2012) afirman que los géneros de microalgas de eleccion
para remediacion de aguas contaminadas de metales son Chlorella y Scenedesmus ya
que han sido utilizadas como biosorbentes de metales pesados tales como: K, Mg,
Ca, Fe, Sr, Co, Cu, Mn, Ni, V, Zn, As, Cd, Mo, Pb, Se y Al, soportando y

adaptandose fisiologicamente al estrés por este tipo de contaminacion.

1.1.1 Chlorella sp.

Es una microalga del tipo Chlorophytas, pertenecen al orden Chlorellales y a la

familia Chlorellaceae.

Las células son esféricas, ovoides o elipsoidales, solitarias o formando colonias de
hasta 64 células. El cloroplasto es en forma de copa o de plato, con o sin pirenoides,
rodeado de granos de almidon, ausencia de flagelos. La reproduccion se da por
autosporas liberadas a través del rompimiento de la pared celular de la madre. La
célula hija puede permanecer unida a los restos de la pared celular de la madre y
forman colonias con recubrimiento mucilaginoso (Guaman & Gonzalez, 2016).
Presenta clorofila a y b en la misma proporcion que las plantas causando el color
verdoso caracteristico. Sus principales pigmentos son los carotenos y xantofilas
(Guaméan & Gonzalez, 2016). Ademas es considerado como un organismo ideal para
acumular metales pesados en fuentes de agua (Wan Maznah, Al-Fawwaz, & Surif,

2012).



1.2 Biosorcién

El término “biosorcion”, se utiliza para referirse a la captacion de metales que lleva a
cabo una biomasa completa (viva o muerta), a través de mecanismos fisicoquimicos

como la adsorcién o el intercambio i6nico (Sandoval, 2006).

El prefijo “bio” hace referencia a que el sorbente es de origen bioldgico, por lo tanto
la superficie de adsorcidn tiene una composicion quimica- biolégica determinada que
dependerd del material bioldgico empleado (Plaza Cazon, 2012). El proceso de
biosorcion involucra una fase solida (sorbente) y una fase liquida que contiene las
especies disueltas que van a ser sorbidas (sorbato). Debido a la gran afinidad del
sorbente por las especies del sorbato, este Gltimo es atraido hacia el sélido y enlazado
por diferentes mecanismos. Este proceso continla hasta que se establece un
equilibrio entre el sorbato disuelto y el sorbato enlazado al sélido a una
concentracion final o en el equilibrio (Villanueva, 2000). La calidad del sorbente esta

dada por la cantidad del sorbato que puede atraer y retener (Villanueva, 2000).

1.2.1 Mecanismos del proceso de biosorcion de metales por algas

La biomasa viva y no viva de las microalgas tienen la capacidad de remover metales
pesados en fuentes hidricas, de esto depende la seleccion de los mecanismos de

remocién de metales en soluciones acuosas.

Los mecanismos del proceso de biosorcion de metales por algas, dependen de

factores como, tipo de especies de algas, composicién quimica de la solucion de



iones metélicos, el entorno predominante y otros factores que facilitan la biosorcion

(Monteiro et al., 2012)

La acumulacion de metales pesados por microalgas comprende un proceso de dos
etapas: una eliminacion inicial (pasiva) rapida de metales por la célula, que ocurre en
la superficie celular, y una etapa lenta que ocurre dentro la célula (Monteiro et al.,

2012).

La primera fase (extracelular) no es una fase metabdlica, es rapida y esencialmente
reversible, se produce en células tanto vivas como muertas. Los iones de los metales
pesados se adsorben a grupos funcionales presentes en la superficie de la célula
mediante interacciones electrostaticas. Sin embargo, estos grupos difieren en su
afinidad por el enlace de metal y especificidad. Este proceso incluye adsorcion fisica,
intercambio idnico, quimisorcién, coordinacion, quelacion, microprecipitacion,
atrapamiento en la red estructural de polisacaridos y difusién a través de la pared

celular y la membrana (Monteiro et al., 2012).

La segunda fase (intracelular) es un proceso lento dependiente del metabolismo por
ende esta restringido solo a las células vivas y usualmente es un proceso irreversible
que permite el transporte de iones metalicos a través de la barrera de la membrana
celular, produciendo una acumulacion dentro de la célula, con unién a compuestos
intracelulares. La membrana de la microalga que rodea a la célula es parcialmente
lipofilica ya que estd mediado por proteinas especificas pero la mayoria de los
metales pesados son hidréfilos por ende su transporte incluye mecanismos como la

unién covalente, la precipitacion superficial, las reacciones redox, la cristalizacion en



la superficie de la célula o, mas a menudo, la difusién en el interior de la célula

(Monteiro et al., 2012).

1.2.2 Influencia del pH en la biosorcion

El pH puede afectar la solubilidad y la toxicidad de los metales pesados en el agua;
es quizas el parametro mas importante que influye en la adsorcion de metales por la
biomasa de microalgas, particularmente, influye tanto en los sitios de union del metal
de la superficie celular como en la quimica del metal en el agua (Indhumathi, Syed,

Shoba, & Saraswathy, 2014).

La adsorcion o sorcion, es un proceso fisicoquimico por el cual 4&tomos, iones o
moléculas son atrapados o retenidos en la superficie de un material por medio de

diferentes mecanismos (Cruz, 2013).

La adsorcién es un proceso dependiente del pH, puesto que, a pH bajo, los sitios
activos de la pared celular estan asociados con protones, lo que resulta en una fuerza
de repulsion a los cationes metalicos, permitiendo que a medida que aumenta el pH,
la cantidad de sitios de la pared celular algal sean reemplazados por cargas negativas.
Esto conduce a la atraccion de los cationes metalicos y su posterior adsorcion sobre
la superficie de la célula (Perpetuo, Souza, & Nascimento, 2011). Por ende al
aumentar el pH, sitios de la pared celular microalgal como: quitina de acetamida,
polisacaridos estructurales, grupos fosfato, grupos amino, grupos carboxilo de
proteinas y grupos hidroxilo de polisacaridos, se reemplazan por cargas negativas
que aumentan la atraccion de cationes metalicos y su adsorcion a la superficie de la

celda (Perpetuo et al., 2011), (Monteiro et al., 2012).



La precipitacion de la mayoria de los metales tiende a ocurrir a niveles de pH mas
altos; disminuyendo el grado de remocion del metal, por lo tanto, es necesario

determinar el pH dptimo para las interacciones alga-metal (Perpetuo et al., 2011).

1.2.3 Biosorcion de metales por biomasa inmovilizada

El uso de biomasa viva inmovilizada es una opcion llamativa para aplicar en las
tecnologias alternativas de biorremediacion de metales pesados a bajas y altas
concentraciones. Los sistemas de algas inmovilizadas han sido probados por varios
investigadores especialmente para procesos de desintoxicacion y recuperacion de
metales incrementando los beneficios biotecnoldgicos del cultivo de las microalgas

(Hameed y Ebrahim, 2007), (de-Bashan & Bashan, 2010).

Segun Moreno-Garrido, (2008), la inmovilizacién de microorganismos puede darse
por dos tipos: inmovilizacién activa e inmovilizacion pasiva. La inmovilizacion
pasiva es un término que hace referencia a la union celular a materiales adsorbentes
los cuales pueden ser naturales o sintéticos como espuma de poliuretano y polivinilo

(de-Bashan & Bashan, 2010).

La inmovilizacion activa hace referencia al atrapamiento en diferentes materiales
como agentes floculantes, union quimica y el atrapamiento de gel. Los agentes
floculantes actlan cuando se pretende eliminar microorganismos de un medio
liquido. Entre los floculantes comidnmente usados, el quitosano ha sido el mas
utilizado sin embargo se ha comprobado que este puede interferir en el crecimiento

de algas inmovilizadas (Moreno-Garrido, 2008).
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La interaccion quimica depende del pH y la fuerza iénica de los medios circundantes
para su efectividad. La unién mediante enlaces covalentes, pueden presentan una
desventaja causando dafios en la superficie celular y reduciendo la viabilidad de
células por lo que esta técnica se usa mas para inmovilizar organismos no Vvivos

(Feksa et al., 2018).

El atrapamiento de gel se basa en el principio de mantener metabdlicamente activas
las células vivas dentro de una matriz de gel el mayor tiempo posible, tiempo durante
el cual tienen una movilidad muy limitada. Se puede realizar mediante el uso de
polisacaridos naturales (agares, carragenanos o alginatos) (de-Bashan & Bashan,

2010).

Segin Monteiro et al., (2012) y Villanueva, (2000) afirman que el uso de
polisacéaridos naturales como inmovilizadores son los mas recomendados para la
biomasa algal debido a que disminuyen la toxicidad del metal al interactuar con las
células vivas, destacando el alginato y carragenano como los soportes mas comunes
para las microalgas ya que presentan buena resistencia a la presion hidrostatica y a la

degradacién mecanica.

En un estudio de Petrovi¢ & Simoni¢, (2016), se informa que trabajar con microalgas
inmovilizadas con alginato puede eliminar eficientemente los metales de Cu, Niy Cd,
probados de fuentes contaminadas de agua potable. Asi mismo, Wan Maznah et al.,
(2012) afirma en su estudio que la capacidad de biosorcion de Chlorella sp.

inmovilizada para los iones de cobre y zinc fue mas alta que el de la biomasa libre.
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La inmovilizacion permite que la suspension microbiana se mezcle con los
monomeros macromoleculares del polimero. Esta mezcla se solidifica posteriormente
para producir un gel polimérico de diversas formas, el cual se coloca directamente en
el agua a tratar, dandole como beneficio concentrar una gran biomasa que puede
usarse como subproducto, ademas tiene una alta resistencia a compuestos tdxicos
dentro del agua residual, puede inmovilizar mas de un microorganismo, es facil de
aplicar por los no profesionales y ademas el metal retenido por la biomasa puede
luego ser desorbido para recuperar el metal y reutilizar la biomasa en ciclos de

desorcion multiple (Monteiro et al., 2012), (de-Bashan & Bashan, 2010).

1.3 Alginato

El alginato es un biopolimero obtenido tipicamente de algas marrones
(Phaeophyceae), comprende un componente significativo hasta 40 % del peso seco
de la biomasa algal seca (Lee & Mooney, 2012). El extracto se puede filtrar
utilizando cloruro de sodio o calcio para precipitar el alginato (Lee & Mooney,
2012). La capacidad de adsorcion de las algas estd directamente relacionada con la
presencia de los sitios de la pared celular debido a su tamafio, grado de solvatacion,
presencia de iones quelantes, tamices moleculares, intercambio i6nico con especies
presentes en el alga. (Monteiro et al., 2012), es por eso que la utilizacion de este
biopolimero ha provocado la existencia de diversos estudios de inmovilizacion de

microalgas con fines de purificacion de fuentes hidricas contaminadas.

El alginato pertenece a la familia de los polisacaridos lineales compuestos por
unidades de acido 1,4B-D manurénico (M) y a-L gulurénico (G) dispuestos de una

manera irregular, coexistiendo las secuencias MM, GM, MG Y GG. Estas secuencias
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les confiere la propiedad de melificarse en presencia de iones de calcio (1) y son las

que actlan en la interaccion con los iones metalicos (Cuizano & Navarro, 2008).

1.4 Estudio isotérmico de biosorcién

Es un proceso que permite cuantificar la capacidad de un biosorbente especifico para
que se genere una sorcion eficiente de metales en solucion acuosa mediante las
condiciones éptimas (Caizapanta A., 2012). Esto se realiza caracterizando el estado
de equilibrio después de que el biosorbente ha reaccionado con una solucién acuosa
del metal de interés. La reaccion se monitorea comunmente midiendo la cantidad de
metal que queda en la solucion hasta que se vuelve invariante en el tiempo (Davis,

Volesky, & Mucci, 2003).

Para el proceso de biosorcion se utilizan modelos matematicos llamados isotermas
para describir los resultados de la union de metales pesados al biosorbente, tomando
en cuenta la masa de la muestra empleada y la relacion de las concentraciones tanto
iniciales como finales de los ensayos para determinar la maxima retencion

(Manchola, 2012).

(Ci—-Cfl+¥V ., ., . .,
g= % Ecuacion 1: Concentracion de biosorcion del metal

donde q es la concentracion de biosorcion del metal (mg de metal/ g de biosorbente),
Ci representa la concentracién inicial del metal en solucién (mg/L), Ce es la
concentracion final del metal (en equilibrio) en solucion (mg/L), V es el volumen de

la solucion (L) y Xo representa la cantidad de biosorbente agregada (g).
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Las ecuaciones mas usadas para demostrar los procesos de sorcion en equilibrio son:
isotermas de Freundlich e isotermas de Langmuir, ambas describen la relacion entre
la cantidad de soluto adsorbida por unidad de adsorbente con la concentracion

disuelta de la especie quimica a sorber (Manchola, 2012) (Caizapanta A., 2012).

1.4.1 Isotermas de Langmuir

La isoterma de Langmuir se ha usado tradicionalmente para cuantificar y comprobar
el rendimiento de diferentes biosorbentes mediante una igualdad que revela el
proceso de adsorcion en un estado de equilibrio cuando las moléculas adsorbidas se
distribuyen entre la fase liquida y la solida, manteniendo una temperatura constante

(Rivas, Nufiez, Longoria, & Gonzalez, 2014).

b c -7 i
g = Imax “e Ecuacion 2: Isoterma de Langmuir
14k €,

donde, q es el metal retenido por gramo de biosorbente, C_ es la concentracion en
equilibrio, q,,..€s la constantes de Langmuir, relacionada con la méxima capacidad
de sorcién (mg/g) y b es la constante relacionada con la afinidad entre el sorbente y

el sorbato (1/mg).

Langmuir establecié 3 postulados para describir la adsorcion: 1) Formacion de una
monocapa de moléculas adsorbidas, 2) todos los sitios presentan la misma energia,
son homogéneos y 3) no hay interaccion entre moléculas adsorbidas (Sandoval-

Ibarra, Lopez-Cervantes, & Gracia-Fadrique, 2015).
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En relacion a la formacion de una monocapa de moléculas adsorbidas, las isotermas
de Langmuir corresponde a una adsorcion de tipo | o adsorcion en monocapa cuando
la cantidad adsorbida aumenta hasta alcanzar un valor limite correspondiente al

recubrimiento de la superficie formando una monocapa (Sandoval, 2006).

Todos los sitios de la superficie tienen la misma probabilidad de ser ocupados, es asi
que las propiedades de la interfase como una region homogénea, indican que en la
superficie existe una cantidad limitada de espacios con la misma probabilidad de ser

ocupados (Sandoval-Ibarra et al., 2015).

Asi mismo, no hay interaccion entre moléculas adsorbidas, indica que cuando los
cambios en las propiedades superficiales asociados a la adsorcion de cada molécula
son constantes, no existen interacciones entre las especies adsorbidas (Sandoval-
Ibarra et al., 2015).

La ecuacion linealizada de la isoterma de Lagmuir se representa graficando 1/q vs.
1/Ce mediante una regresion lineal con lo que se obtiene la ecuacion y=mx+b,

adquiriendo la siguiente relacion (Manchola, 2012).

i i i y - .

-= —+—— Ecuacion 3: Isoterma de Langmuir linealizada

q Tm gmaxsbeCe
donde, qm representa la tasa maxima de retencion del metal (mg de metal/g de
biosorbente) y b es la constante relacionada con la afinidad del biosorbente por los
iones del metal, siendo b la ordenada y su reciproco la tasa maxima de retencion del

metal.

Se puede evaluar la isoterma de Langmuir a partir de un factor adimensional R, :
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1
L 1+b+ce

Ecuacion 4: Factor adimensional isoterma Langmuir

El factor adimensional o parametro de equilibrio R, es una constante que indica la
forma de la isoterma, determinando que, cuando R;>1 se considera que el sistema
isotérmico no es favorable, cuando R,=1 el tipo de isoterma es lineal y 0 < R; < 1
el sistema isotérmico es favorable puesto que la sorcion del metal es significativa y
un valor de R, = 0 es una isoterma irreversible (Rao, Ramesh, Rao, & Seshaiah,

2006; Rodriguez-Estupinan, Giraldo, & Moreno-Pirajan, 2010).

1.4.2 Isotermas de Freundlich

La ecuacion de Freundlich representa la variacion isotérmica de adsorcion de una
cantidad adsorbida por unidad de masa de adsorbente sélido (Manchola, 2012). La
isoterma de Freundlich interpreta la sorcion a superficies heterogéneas o superficies
que soportan sitios de diversas afinidades (Davis et al., 2003). Especificamente, la
isoterma de Freundlich se obtiene cuando se asume una distribucion de afinidad

logaritmica normal.

g =K = Cel/™ Ecuacion 5: Isoterma de Freundlich

Donde K es la constante de capacidad de adsorcion y n la constante de intensidad de

adsorcion (Lazo, Navarro, Sun-Kou, & Llanos, 2008).

La forma lineal de la isoterma de Freundlich se obtiene graficando log Ce vs. Log g
mediante una regresion lineal con lo que se obtiene la ecuacion y=mx+b y se utiliza

la siguiente ecuacion:
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logq = G)ln gletlogk Ecuacion 6 Isoterma de Freundlich linealizada
donde n es una constante relacionada con la intensidad de sorcion del biosorbente,
varia entre 0 y 1 (Cruz, 2013). Siendo n el reciproco de la pendiente m y K es la
constante de Freundlich relacionada a la capacidad de sorcién del biosorbente.
Siendo log K=b. Por lo tanto para evaluar la isoterma de Freundlich mediante la
afinidad y la capacidad de sorcion del biosorbente se toma en consideracion que:
cuando n>1 hay afinidad significativa del biosorbente por el metal y cuando K>1 la

capacidad de sorcion del biosorbente es significativa (Manchola, 2012).
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Capitulo 11

2. Marco Metodoldgico

2.1 Obtencion y cultivo del biosorbente (Chlorella sp.)

La microalga Chlorella sp. fue obtenida de los ceparios de Laboratorio de Ciencias
de la Vida de la Universidad Politécnica Salesiana. EI mantenimiento de los cultivos
se realizé en volumenes de 1000 mL con un medio compuesto de: agua desionizada
(obtenida de la purificadora marca Milipore modelo Direct-Q) y 3 mL/L de
fertilizante Nitrofoska-completo (contiene: N, P, K20, Mg, S, Mn, Fe, Cu, Zn, Mo),
proporcionandoles aireacion con bombeo de aire atmosférico permanente con
bombas para peceras marca JAD modelo SE-314, con fotoperiodo de 12:12 horas
mediante iluminacion solar y temperatura ambiente de 24 + 1 °C. Las mangueras y
recipientes plasticos fueron esterilizadas por radiacion UV durante 15 minutos.
Adicionalmente, se fue registrando la cinética de crecimiento de la biomasa por
conteo en camara de Neubauer hasta alcanzar la fase estacionaria. A partir de eso se

suministré fertilizante Nitrofoska-completo (3 mL/L) en presencia de un mechero.

2.2 Formacion de perlas de alginato

Se disolvieron 2g de alginato de sodio de grado alimenticio (Loba Chemie, alta
densidad) en 50 mL de agua ultra pura estéril. Formando una pasta totalmente
homogénea y sin grumos ajustando el pH entre 7,8 — 8,0 con NaOH 0.1 My HCI 0.1
M segun corresponda. Luego se toma 20 mL de la pasta por medio de una jeringuilla

y se deja gotear lentamente en una solucion de cloruro de calcio (CaCly) previamente
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preparada a una concentracion de 1 % p/v; con agitacion constante, lo cual permite la
formacion de las perlas de alginato. El diametro promedio de las perlas fue de 3,0 +

0,5 mm.

2.3 Formacion de perlas de alginato con Chlorella sp. Inmovilizada

Se realiz6 un conteo de los cultivos de Chlorella sp. con cdmara de Neubauer (Anexo
1) para poder calcular el volumen de cultivo necesario para la formacion de perlas
con tres concentraciones diferentes de la microalga: 3x10°; 1,6x10"; 3x107 cel/mL de

alginato, las cuales se emplearon en distintos ensayos.

A continuacion, se disolvié 2 g de alginato de sodio de grado alimenticio (Loba
Chemie, alta densidad) en 50 mL de agua desionizada. Formando una pasta
totalmente homogénea y sin grumos ajustando el pH entre 7,8 — 8,0 con NaOH 0,1 M
y HCI 0,1 M segln corresponda y adicionando las el volumen de cultivo
correspondiente para alcanzar las concentraciones de Chlorella sp. indicadas

anteriormente (3x10°; 1,6x107; 3x107).

Luego se tomd 20 mL de la pasta por medio de una jeringuilla y se dejé gotear
suavemente en una solucion de cloruro de calcio (CaCl) previamente preparada a
una concentracion de 1 % p/v; con agitacion constante, lo cual permite la formacién

de las perlas de alginato, el diametro promedio de las perlas fue de 3,0 + 0,5 mm.

Las esferas formadas se mantuvieron en la solucion de CaCl, durante 30 minutos y
posteriormente fueron lavadas con agua desionizada para eliminar restos de cloruro

de calcio y se almacenaron en vasos de precipitacion con agua desionizada.
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2.4 Analisis del proceso de biosorcion de cadmio

En todos los ensayos se establecid el mismo proceso de biosorcion con iguales

condiciones controladas y concentraciones de reactivos utilizados.

Se colocaron 15 mL de solucién acuosa de 20 mg/mL de cadmio (Solucién estandar
de Cd 1000 mg/L diluido en HCI) en matraces Erlenmeyer de 100 mL y se afiadi6 a
cada matraz 1g de perlas de alginato sin Chlorella sp. 0 1 g de perlas de alginato con
Chlorella sp., segun corresponda, con la densidad celular determinada (1 gramo de

perlas representa aproximadamente 8-9 perlas de alginato con/sin Chlorella sp.).

Para el control negativo se colocaron 15 mL de agua desionizada con perlas de
alginato con Chlorella sp. y en matraces diferentes se colocd agua desionizada y
perlas de alginato sin Chlorella sp. De cada tratamiento se realizaron tres

repeticiones.

Una vez preparados todos los tratamientos fueron colocados en una plancha de
agitacion a 125 rpm y con iluminacién solar, la temperatura ambiente fue de 24 + 1
°C, distribuyéndolos mediante un Disefio de Bloques Completamente al Azar

(DBCA).

La bioadsorcion del metal en la solucion acuosa se determind mediante el equipo de
absorcion atémica de aspiracion directa marca VARIAN modelo Spectr AA55
usando flama aire-acetileno con lampara de cadmio. Se prepararon soluciones
estandares de cadmio de diferentes concentraciones: 1, 5, 10, 20 y 30 ppm de cadmio

en balones de 100 mL para calibrar el equipo.
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Finalmente, obtenidos los resultados del equipo de adsorcion, se realizd una prueba
de Dixon organizando los datos y sacando el promedio de las concentraciones finales

de cadmio evaluado en cada tratamiento.

2.5 Determinacion de la cinética de biosorcion de cadmio por perlas de

alginato con Chlorella sp. y sin Chlorella sp.

Para determinar la cinética de biosorcidén de cadmio se prepararon las soluciones de
cadmio y los controles establecidos anteriormente en el proceso de biosorcion,
colocando 1g de perlas de alginato sin Chlorella sp., y en otros matraces, 1g de
perlas de alginato con Chlorella sp., con una densidad celular de 1.6x107 cel./mL,

Se tomaron muestras de 5 mL de la solucién acuosa cada 20 minutos hasta observar
la desorcion del metal en la solucion.

Una vez organizados los datos de la concentracion final obtenidos se eliminaron los
datos no concordantes mediante la prueba de Dixon obteniendo promedios en cada
tiempo evaluado y se construyo la grafica linealizada porcentaje de Adsorcion de Cd
vs tiempo, con la ecuacion 3 resultante de la regresion lineal se despeja el valor de
“x” tomando como valor de “y” a la concentracion de cadmio mas baja en la solucion
acusa determinada en el ensayo (y=mx+b). Y el valor de “x” determind el tiempo de

contacto éptimo para biosorcion del metal con cada tipo de perla.

2.6 Establecimiento del pH éptimo de la solucién acuosa para la biosorcién de
cadmio
Se evaluaron dos valores de pH (5,0 y 6,0) durante los minutos que se establecieron

previamente como tiempo de contacto 6ptimo para biosorcion de metal con cada tipo
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de perla. Inicialmente se evaluaron diferentes niveles de pH, pero con valores
mayores se observd la precipitacion del metal y los valores méas bajos perjudican a la
microalga.

Se prepararon las soluciones de cadmio y los controles establecidos anteriormente en
el proceso de biosorcion, pero en este ensayo para ajustar las soluciones a los pH 5,0
y 6,0 con los buffers ftalato de potasio hidrogenado (CsH504K) 0,1 M y fosfato de
potasio dihidrogenado (K2HPO4) 0,1 M segun corresponda y se procedio de igual
manera que en el ensayo anterior, colocando a cada matraz 1g de perlas de alginato
sin Chlorella sp., y en otros matraces, 1 g de perlas de alginato con Chlorella sp.
(densidad celular de 1,6x10" cel/mL), y como control se colocaron tratamientos
similares pero con agua desionizada sin metal.

Se realizaron tres repeticiones por cada tratamiento y se analizaron las muestras
durante el tiempo de contacto éptimo previamente establecido. Se construyé una
tabla con los datos promedios seleccionados de la prueba de Dixon y se establecio el

mejor pH de la solucion para la adsorcion del metal.

2.7 Establecimiento de la concentracion celular éptima en las perlas de

alginato para la biosorcion de cadmio

En este ensayo se analizaron las tres densidades celulares de Chlorella sp. en las
perlas de alginato: 3x10°%; 1,6x10" y 3x10’ cel/mL en los factores dptimos (tiempo de
contacto y pH) previamente obtenidos con tres repeticiones para cada tratamiento y

el control.
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Se prepararon los tratamientos con las soluciones de cadmio y los controles
establecidos anteriormente en el proceso de biosorcion, se afiadieron las perlas y a
continuacion se obtuvo el promedio de las concentraciones de cadmio por cada
densidad celular de Chlorella sp. evaluado en cada tratamiento. Con esta informacion
se construy6 una tabla con los datos promedios seleccionando la mejor densidad

celular de Chlorella sp. para la adsorcién del metal.

2.8 Determinacion de isotermas de biosorcion de cadmio por el biosorbente de

Chlorella sp. inmovilizada.

Para realizar las isotermas de biosorcidn se prepararon soluciones de 5,0; 10,0 y 20,0
mg/L de cadmio, se adicionaron las pelas de alginato con y sin Chlorella sp. y se
selecciond la concentracion éptima de cadmio para la adsorcién con el biosorbente
utilizado, es decir aquella concentracion en la que hay mayor porcentaje de
adsorcion. Se realizaron los ensayos con el tiempo, pH y concentracion celular

previamente determinados como 6ptimos.

Una vez obtenidos los promedios de las concentraciones de cadmio evaluados en
cada tratamiento se aplicaron las ecuaciones de las isotermas de Langmuir y
Freundlich para para analizar la remocion de Cd por biosorcion a fin de tener una
descripcion razonable del equilibrio entre la cantidad adsorbida y el resto en
solucion, determinando la concentracion méaxima de adsorcién de cadmio por cada

gramo del biosorbente utilizado y la afinidad entre el sorbato y adsorbente.
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2.9 Estudio de la remocion de cadmio por biomasa de Chlorella sp. libre.

Se prepararon soluciones de 0, 5, 8, 11, 14, 17 y 20 mg/L de cadmio, de los cuales se
tomaron 3 mL de solucién respectivamente ajustando el pH de las soluciones al pH
Optimo y se dispensaron en tubos de ensayo. Se colocé un indculo de Chlorella sp.
libre que permita alcanzar la misma densidad celular determinada como Optima para
los tratamientos de biosorcion de perlas de alginato con Chlorella sp., manteniendo

agitacion constante a 125 rpm, e iluminacion y temperatura ambiente.

Transcurrido el tiempo determinado como Optimo para los procesos de biosorcién
con perlas de alginato con y sin Chlorella sp., los tubos se sometieron a
centrifugacion y la concentracion de cadmio presente en el sobrenadante fue leida
mediante el espectrofotometro de absorcion atomica de aspiracion directa. Los
ensayos se realizaron por triplicado. Con los datos de la concentracion final
adquiridos, se realizd una prueba de Dixon, obteniendo el promedio de las

concentraciones de cadmio evaluado en cada tratamiento.

2.10 Prueba de viabilidad de Chlorella sp. sometida a soluciones acuosas de

cadmio.

Se realizaron pruebas de viabilidad de Chlorella sp. a todas las perlas de alginato con
microalgas que se emplearon en los tratamientos para la determinacion de isotermas

de biosorcion de cadmio por el biosorbente de Chlorella sp. inmovilizada.

Los ensayos se realizaron por triplicado, para esto se prepararon tubos de ensayo con

medio de cultivo estéril con agua desionizada y 3 mL /L de Nitrofoska completo. Se
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colocaron aqui las perlas previamente filtradas de la solucion acuosa con cadmio,

para la filtracién se emplearon gasas estériles.

Se determino la viabilidad de acuerdo a la coloracion de las perlas durante 10 dias, el
cambio de coloracién a un verde mas intenso indicaria en aumento de densidad

celular en las perlas, lo que evidenciaria la viabilidad de la microalga.
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Capitulo 111

3. Resultados y discusion

3.1 Obtencidén y cultivo del biosorbente (células de Chlorella sp.).

Partiendo de cultivos con 5,37x10° cel/mL se analizo la cinética de crecimiento de la
microalga, se alcanzo la fase estacionaria a partir del dia 34 con una densidad celular
de 7,73x107 cel/mL. Esto gracias a las condiciones ambientales controladas en el
laboratorio. Adicionalmente, el crecimiento y la division celular fueron afectados por
la intensidad de la luz y el fotoperiodo (horas de iluminacion y obscuridad), 690
+120 luxes en promedio, en relacion también a la temperatura (24 £ 1 °C) en el dia,
es asi que Chlorella sp. crece bien en condiciones de temperatura ambiente y luz
solar. Se ha demostrado que la produccién algal aumenta proporcionalmente con la
temperatura (Ortiz- Moreno, Cortés - Castillo, Sanchez-Villarraga, Otero-Paternina,
& Padilla, 2012), llegando a obtener una temperatura e intensidad de luz éptima entre
20-35 °C y 240 a 1024 lux respectivamente (Hernandez-Pérez & Labbé, 2014) (Luz,

Velasco, Helena Barros-Gomez, Ospina, & Alberto Trujillo, 2009).

Dado que Ecuador ofrece un fotoperiodo de 12:12 horas, permite un crecimiento
favorable para el cultivo de la microalga Chlorella sp. La fotosintesis de las
microalgas es saturada a niveles luminicos sobre el 30 % de la radiacion total que la
tierra recibe del sol (Gavifio & Stephanie, 2016). A demas las microalgas se adaptan
a los cambios de luz variando el contenido de clorofila de sus células (Ruiz Martinez,

2011) (Stephens et al., 2010).
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3.2 Formacion de perlas de alginato con y sin Chlorella sp. Inmovilizada

Una vez obtenidas las perlas de alginato, se realiz6 un control de calidad de acuerdo
a la forma y tamafio, descartdndose las que no fueron totalmente esféricas, es decir
las que presentaban una cola de alginato por la irregularidad al gotear la pasta de
alginato en la solucion de cloruro de calcio (CaClz) de manera que se trabajé con
perlas de tamafio y forma homogénea con el diametro promedio de 3,0 £ 0,5 mm

como se observa en la figura 1.

Perlas de alginato con y sin células de Chlorella sp.

Figura 1: Perlas de alginato con y sin células de Chlorella sp.

Nota: Almacenamiento de perlas de alginato en agua desionizada. 1zq. perlas de alginato sin Chlorella
sp; Der. perlas de alginato con Chlorella sp.

Elaborado por: La Autora, (2018)

3.3 Determinacion del tiempo 6ptimo de contacto de cadmio con el
biosorbente
Se analizaron las concentraciones del metal en la solucién acuosa cada 20 minutos a

partir de la colocacion de las perlas en la solucion, hasta que inicio el proceso de
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desorcion. Los valores obtenidos de cada una de las tres repeticiones fueron
promediados y analizados mediante una prueba de Dixon eliminando datos

discordantes segun el criterio de rechazo de la prueba.

La figura 2 muestra la cinética de bioadsorcion, tiempo vs. concentracion de
adsorcion de cadmio con perlas de alginato con y sin Chlorella sp. Se observa que en
los primeros 20 minutos la capacidad de adsorcion del tratamiento utilizando como
biosorbente perlas de alginato sin Chlorella, es mayor (9 mg/mL aproximadamente)
que el tratamiento con Chlorella sp. (7 mg/mL aproximadamente). A continuacion,
en cada intervalo de tiempo se observa una adsorcion analoga de los dos tratamientos
y posteriormente va disminuyendo la velocidad de adsorcion. A partir del minuto 200
se puede observar una divergencia en las concentraciones adsorbidas, obteniendo una
mayor cantidad de adsorcion con el tratamiento de perlas de alginato con Chlorella 'y

el tratamiento de alginato sin Chlorella sp. inicia a mantenerse constante.

La menor concentracion de cadmio en la solucion fue de 4,13 mg/mL y este se dio
con el tratamiento de perlas de alginato con Chlorella sp. con la ecuacion resultante
de la regresion lineal (y=mx+b) se determind que el tiempo 6ptimo de adsorcién para
el tratamiento con Chlorella sp. inmovilizada en perlas de alginato es al minuto 223.

Al minuto 240 se observo la desorcion del metal.
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6 y=-0,0349x+ 11,796
R?=0,922

Adsorcion de Cd (mg/mL)

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240

Tiempo (min})

Adsorcionde Cd con P. Alginato con Chlorella sp.

Adsorcion de Cd con P. Alginato sin Chlorella sp.

Figura 2: Cinetica de bioadsorcién de cadmio
Elaborado por: La Autora, (2018)

Siguiendo el mismo procedimiento, en el tratamiento de perlas de alginato sin
Chlorella sp., se determin6 que en el minuto 188 se obtuvo la menor concentracion
del metal en la solucion que fue de 5,93 mg/mL de cadmio. Al minuto 240 se
observo la desorcion del metal, de esta manera se determind como tiempo 6ptimo de
contacto 188 min para el tratamiento sin Chlorella sp. inmovilizada en perlas de

alginato.

Estos datos confirman que el uso de los dos biosorbentes actian en soluciones
contaminadas con cadmio removiendo el metal, es asi que a medida que continua el
proceso de adsorcion, el sorbente alcanza el estado de saturacion (tiempo éptimo de
contacto) produciendo que posterior a este tiempo, el sorbente libere al soluto

sorbido hacia la solucién (Edris, Alhamed, & Alzahrani, 2014).

El analisis de adsorcion demostro que las perlas de alginato con células de Chlorella

sp. adsorben mayor concentracion de metal que las perlas de alginato sin Chorella
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sp., durante el tiempo éptimo para cada uno de los tratamientos. El tiempo éptimo de
contacto es menor para las perlas de alginato sin Chorella sp, (188 min) que para las
perlas de alginato con Chlorella sp. (223 min), estos dos valores de tiempo seran
tomados en cuenta para realizar el siguiente ensayo. Asi mismo estos datos
concuerdan con una investigacion sobre la inmovilizacion de las microalgas
Scenedesmus ovalternus y Chlorella vulgaris en alginato de calcio (Forero-Cujifio,
Ruiz, Pinilla-Agudelo, & Mufoz, 2016), aqui se demostré que la combinacién del
polimero del alginato con las microalgas funcionan con mayor eficiencia ya que
estas, se distribuyen uniformemente dentro de la matriz de alginato potenciando la

adsorcion del soluto.

A demas en este ensayo también se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA), con el
software estadistico Infostat version 2008 (Di Rienzo et al., 2008) con un nivel de

significancia del 95 %, (Anexo 2).

El andlisis indicd que, si hubo diferencia significativa en cuanto a los tratamientos,
obteniendo un p<0,05 y posterior a esto se realizd una prueba de rango post hoc de
Tukey utilizando como variables de clasificacion el tiempo y la presencia o ausencia
de Chlorella en los tratamientos y la interaccidn entre ambas variables (Anexo 3). Lo
cual determind que la adsorcion de las perlas de alginato con Chlorella sp. es el

mejor tratamiento de acuerdo a su media (16,18).

3.4 Establecimiento del pH 6ptimo del cadmio en la solucion

La biosorcion de iones metalicos en biosorbentes es un proceso dependiente del pH

(Thzun etal., 2005). En la tabla 1, se puede observar los resultados resumidos del
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ensayo realizado, partiendo de una concentracion inicial (Ci) de 20 mg/mL de

cadmio.

Tabla 1. Adsorcién de cadmio en soluciones a pH 5 y 6. Con una concentracién
inicial (Ci) de 20 mg/mL de cadmio.

. Tiempo Adsorcion de Cd
Biosorbente pH (min) (mg/mL)

Perlas de alginato con Chlorella sp. en 188 11,9
solucion de Cd 5

223 12,7

188 12,3
6

223 12,6

Perlas de alginato sin Chlorella sp. en 188 12,1
soluciéon de Cd 5

223 12,4

188 11,9
6

223 12,1

Nota: Ensayo de bioadsorcion de cadmio mediante las perlas de alginato con biomasa de la microalga
y perlas de alginato sin biomasa. El ensayo fue establecido durante los tiempos 188 y 223 min.
Elaborado por: La Autora, (2018)

Como se puede observar en la Tabla 1, la mayor concentracion de adsorcion del
metal es de 12,7 y 12,6 mg/mL, con el tratamiento de perlas de alginato con
Chlorella sp. en soluciones con pH 5 y 6 respectivamente, a 223 min esto demuestra
que la capacidad de adsorcion de cadmio no varia de acuerdo al pH de la solucion sin
embargo en el ensayo préactico la solucion de cadmio a pH 6 pasados los 223 minutos
comenzo a precipitarse, lo cual demuestra que la solucion no es estable a ese nivel de
pH y es confirmado con el estudio de Khan et al., (2015) donde menciona que las

soluciones de Cd actlia con mayor eficacia en un rango de pH bajo (3,5 - 5), y
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argumenta que ha valores mayores de pH 6, los iones de Cd tienen una tendencia a
precipitar. Ademas, a pH 5 — 5,5 se forman especies complejas de metales bastante
estables con alginato y pectato (Cataldo et al., 2013). Asi mismo Petrovi¢ & Simonic,
(2016) trabajo con pH5 en soluciones con Cu, Ni y Cd utilizando Chlorella
sorokiniana inmovilizada en perlas de alginato y obtuvo un porcentaje de retencién

de los metales de 84,16; 41,58 y 64,61 % respectivamente.

También se observa que a los 188 min los resultados de la adsorcion del metal por el
tratamiento de perlas de alginato sin Chlorella sp. son menores en comparacion de
los 223 min, por ende se llevé a cabo un analisis de varianza (ANOVA) con un nivel
de significancia del 95 %, con el software estadistico Infostat versién 2008 (Di
Rienzo et al., 2008) dando como resultado que si existe diferencia significativa entre

los tratamientos con y sin Chlorella sp. en la perlas (p<0,05) (Anexo 4).

También se realizd otro ANOVA para analizar las variables de clasificacién que
intervienen en el ensayo (tiempo, pH y la presencia o ausencia de Chlorella sp. en las
perlas de alginato) de manera independiente, incluyendo las interacciones de dichas
variables para determinar su influencia entre los tratamientos (Anexo 4), observando
que con respecto a la presencia o ausencia de Chlorella sp. en las perlas, si existe

diferencia significativa en la adsorcion (p<0,05).

Ademas se realizo una prueba de Tukey comparando los tratamientos con presencia
y ausencia de la microalga inmovilizada en perlas de alginato, donde el tratamiento
con Chlorella sp. presenta mayor adsorcion que el tratamiento de perlas sin

Chlorella, de acuerdo a la media (12,38) (Anexo 5).
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Con respecto al pH de las soluciones no hay diferencia significativa (Anexo 5) pero
con respecto al tiempo si hay diferencia significativa (Anexo 5), esto demuestra que
los dos tratamientos actdan de la misma forma en las dos soluciones de pH (5 y 6)
pero lo que les permite diferenciarse en la cantidad de adsorcion es el tiempo, esto se
confirma con la media obtenida (12,65) de la interaccion entre Chlorella y tiempo
(Anexo 6). Estos resultados pueden atribuirse a los grupos funcionales de los sitios
activos de la microalgas ya que poseen una adsorcion selectiva dependientes del pH
de la solucion pero a mayor tiempo de contacto mayor seré la cantidad de retencion
de la solucién adsorbida (Aksu & Donmez, 2006). Los sitios activos de la pared
celular de la microalga, estan formados por grupos funcionales que permiten la unién
a cationes metalicos en distintos intervalos de pH, como los grupos carboxilo que
forman parte de la membrana de las microalgas y tienen una afinidad a pH 2-5

(Monteiro et al., 2012) (Edris et al., 2014).

En la interaccion entre el pH y el tiempo no muestra diferencia significativa (p>0,05)
sin embargo en el anélisis de Tukey se demuestra que el mejor resultado se obtiene a

223 min con una solucién de pH 5 de acuerdo a la media (12,55) (Anexo 6).

Por dltimo, en la interaccion entre las tres variables (presencia o ausencia de
Chlorella sp., tiempo y pH) se observa que no hay diferencia significativa, no
obstante, en la prueba de Tukey el mejor tratamiento es, perlas de alginato con

Chlorella sp. a pH 5 durante 223 min con una media de 12,73 (Anexo 6).

De acuerdo a estos analisis se demuestra que si hay diferencia significativa entre los
tratamientos con y sin Chlorella sp. en las perlas con respecto al pH de la solucion.

Asi mismo la concentracion de adsorcion en soluciones con pH 5 es mayor y mas
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estable que las de pH 6, por lo que se consider6 al pH 5 como el pH 6ptimo para la

adsorcion de cadmio, y en los siguientes ensayos se trabajaron con este pH.

3.5 Establecimiento de la concentracién celular oOptima en las perlas de

alginato para la biosorcion de cadmio

Segln los resultados obtenidos que se muestran en la tabla 2, los valores de
adsorcion del metal van desde 13,9 hasta 14,5 mg/mL. La presencia de Chlorella sp.
en las perlas muestra que hay mejor adsorcion, de hecho mientras mayor sea la
densidad celular de Chlorella sp. mayor es la concentracion de adsorcién del metal.
Esto puede atribuirse a que a una mayor densidad celular existe un mayor nimero de

sitios de union del biosorbente (Monteiro etal., 2012).

Tabla 2 Adsorcion de cadmio con densidades celulares de Chlorella sp. diferentes
inmovilizadas en perlas de alginato y como control el tratamiento sin Chlorella sp.
en las perlas de alginato, con una concentracion inicial de 20 mg/mL de cadmio.

Densidad

: : Ce Adsorcién de
Biosorbente celular Tratamiento
(cel/mL) (mg/L)  Cd (mg/mL)
3x10° 1 6,4 14,0
Perlas de alginato con 1,6x107 2 6,1 14,3
Chlorella sp. en
solucion de Cd
3x10’ 3 5,9 14,5
Perlas alginato sin 0 0 6,75 13,9

Chlorella sp. en
solucion de Cd

Nota: Los valores de concentracion final (Ce) fueron promediados del analisis estadistico de Dixon.
El ensayo fue establecido durante el tiempo 6ptimo de contacto (223 min.) y a pH éptimo (5 pH).
Elaborado por: La Autora, (2018)
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La concentracion de Chlorella sp. de 3x107 cel/mL capt6 una mayor cantidad de
cadmio adsorbido (14,5 mg/mL) a comparacion de las otras densidades celulares, sin
embargo comprobando con el andlisis de varianza (ANOVA) con un nivel de
significancia del 95 % en el software estadistico Infostat version 2008, se confirma
que no existe diferencia significativa entre los tratamientos con y sin Chlorella sp. en
la perlas (P>0,05) (Anexo 7). Ademas, se realizO otro ANOVA solo para las
concentraciones celulares de Chlorella sp., resultando que si existe diferencia
significativa (p<0,05) y con la prueba de Tukey se determina que el mejor
tratamiento es el de mayor concentracion celular (3x107) (Anexo 7), por lo tanto se
espera que si se incrementa la concentracion celular por encima de 3x107 haya
mayor adsorcion del metal, de manera que sumada a la accion de remocién del
alginato estarian actuando las células, de hecho Forero-Cujifio et al., (2016) afirma
que a densidades celulares altas inmovilizadas en alginato se produce una mayor
absorcion de metales, como en el caso de Azospirillum brasilense, inmovilizada en
conjunto con la microalga Chlorella vulgaris, mostrando una mayor eficiencia en la
eliminacién del contaminantes de nitrégeno y fosforo en aguas residuales asi mismo,
Ortiz- Moreno et al., (2012) trabajo con Chlorella sorokiniana con una densidad
celular maxima de 86,5+0,75 x 107 células/mL obteniendo buenos resultados de
adsorcion. La acumulacion de metales pesados por microalgas comprende un proceso
de dos etapas: una eliminacion inicial (pasiva) rapida de metales por la célula, que
ocurre en la superficie celular en donde los iones de los metales pesados se adsorben
a grupos funcionales presentes en la superficie de la célula mediante la afinidad de
iones e interacciones electrostaticas, y una etapa lenta que ocurre dentro la celula

(Plaza Cazoén, 2012).
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3.6  Anadlisis Isotérmico del proceso de biosorcion

El mecanismo de biosorcion de cadmio por las perlas de alginato con Chlorella sp.
inmovilizada y por perlas de alginato sin microalga se realiz6 mediante modelos
matematicos de isotermas de adsorcion para expresar las propiedades y afinidad del
biosorbente mediante los datos experimentales de equilibrio del sistema de
biosorcidn. Los modelos utilizados de isotermas fueron Langmuir y Freundlich, para

predecir la eficiencia de biosorcion y el potencial del adsorbente.

En la tabla 3 se muestran los resultados obtenidos de las curvas de las isotermas de
Langmuir y Freundlich. En la figura 3 y figura 4 se observan las isotermas de
Langmuir para el tratamiento con perlas de alginato con Chlorella sp. y el
tratamiento con perlas de alginato sin Chlorella sp respectivamente. El proceso de
biosorcion describe los resultados de la unién de metales pesados al biosorbente,
tomando en cuenta la masa de la muestra empleada (ge) y la masa del soluto
absorbido para la solucion en equilibrio (Ce) y la relacién de las concentraciones
tanto iniciales como finales de los ensayos (ecuacion 1) (Manchola, 2012), por ende
la capacidad méxima de adsorcion (gm) son 5,640 mg de Cd por cada gramo de perla
de alginato con Chlorella sp. inmovilizada, y 5,356 mg de Cd por cada gramo de

perla de alginato sin Chlorella sp.

Analizando estos resultados se puede observar que existe una adsorcion fisica
causada por fuerzas de Van der Walls o electrostaticas entre las moléculas del
sorbato (Cd) y los atomos que componen la superficie de las perlas de alginato
(adsorbente) pero también ocurre una quimisorcién cuando el metal se une a la

superficie mediante fuerzas covalentes recubriendo totalmente con una sola capa de
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moléculas adsorbidas hasta que queda saturada, después ocurre adsorcion adicional
sobre la capa presente. Por eso Langmuir insistio en que la quimisorcion incluye la
formacion de una capa unimolecular, pero la fisisorcion (Freundlich) puede dar
origen a capas adicionales (Garcia-Rojas, Villanueva-Diaz, Campos-Medina, &

Veldzquez-Rodriguez, 2012).

Los valores de la constante de equilibrio de biosorcién (b) resultaron similares en los
dos tratamientos (0,187 L/mg en perlas de alginato sin Chlorella sp. y 0,177 L/mg en
perlas de alginato con Chlorella sp.) indicando que hay afinidad por los sitios de
unién en este sustrato bajo un modelo de adsorcion monocapa (Singh, Pavankumar,
Lakshmanan, & Rajarao, 2012). Es asi que, la superficie del bioadsorbente contiene
un namero finito de sitios que es la cantidad maxima que ocupa el ion metalico por
unidad de peso del alginato para formar una monocapa completa en la superficie (Al-

Qodah et al., 2017; Prasanna Kumar, King, & Prasad, 2007).

Los valores de correlacion de los coeficientes (R?) obtenidos de las curvas de las
isotermas, muestran que la biosorcion en el caso del tratamiento con Chlorella sp.
inmovilizadas en perlas de alginato se ajusta al modelo de Langmuir con R?=91,2%,
mientras que para Freundlich presentd un R?=89,8%; mientras que el tratamiento con
perlas de alginato sin Chlorella sp. se ajusta a los dos modelos de Lagmuir y

Freundlich con R?=92,9% y R?=91,8%, respectivamente.

También se evaluo la isoterma de Langmuir a partir del factor adimensional R,
mediante la ecuacion 4, donde se expresa un comportamiento isotérmico favorable
(0O<R;<1) puesto que la sorcion del metal es significativa para ambos tratamientos

como se puede observar en la tabla 4.
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Tabla 3 Bioadsorcion de cadmio por perlas de alginato con y sin Chlorella sp.
ajustando los datos a los modelos isotérmicos de Lagmuir y Freundlich.

Modelo de Constantes de Perlas de alginato  Perlas de alginato
Isoterma Isotermas con Chlorella sp. sin Chlorella sp.

Langmuir Qm 5,640 5,356

b 0,177 0,187

R? 0,912 0,929
Freundlich Kr 1,468 1,620

n 1,288 1,639

R? 0,899 0,918

Nota: La capacidad maxima de adsorcion (qm) esta representada por (mg de Cd/g de perlas), la
constante de equilibrio de biosorcién (b) en (L/mg).
Elaborado por: La Autora, (2018)

Tabla 4 Comportamiento isotérmico segun el factor adimensional RL de la isoterma
de Langmuir, empleando perlas de alginato con Chlorella sp. y perlas de alginato sin
Chlorella sp.

RL
Ci (mg/mL) Perlas de alginato con Perlas de alginato sin
Chlorella sp. Chlorella sp.
5,00 0,167 0,167
8,00 0,111 0,111
11,00 0,084 0,084
14,00 0,066 0,066
17,00 0,055 0,055
20,00 0,048 0,048

Nota: Concentracion inicial de cadmio (Ci). La biosorcidn del metal fue analizada en los factores
Optimos establecidos (pH5, 223min.). El factor adimensional (RL) estan entre 0 y 1.
Elaborado por: La Autora, (2018)
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Isoterma de Langmuir para Cd con Chlorella sp.
inmovilizada en perlas de alginato
0,7

0,6

0,5

'y =0.2387x +0.1773
RZ=0.9118

0,4

1/q

0,3
0,2
0,1

0,0
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4 1,6 1,8
1/Ce

Figura 3: Isoterma de Langmuir para cadmio con Chlorella sp. inmovilizada en perlas de alginato
Nota: La biosorcién se dio en concentraciones iniciales de (5; 8; 11; 14; 17; 20) mg/mL de Cd
durante 223 min., a pH5.

Elaborado por: La Autora, (2018)

Isoterma de Langmuir para Cd sin Chlorella sp. en
las perlas inmovilizada de alginato

0,6
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r

0,4

vy =0.2682x +0.1867

0,3 R2=0,9289

r

1/q

0,2

0,1

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6
1/Ce

Figura 4: Isoterma de Langmuir para Cd sin Chlorella sp. con perlas de alginato

Nota: La biosorcién se dio en concentraciones iniciales de (5; 8; 11; 14; 17; 20) mg/mL de Cd
durante 223 min., a pH5.

Elaborado por: La Autora, (2018)
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El modelo de isotermas de Freundlich (Figura 5 y figura 6) representa la variacion
isotérmica de adsorcion de una cantidad adsorbida por unidad de masa de adsorbente
solido (Manchola, 2012), describiendo la adsorcion en superficies heterogéneas ya
que este no se limita a la formacion de monocapa (Bulgariu & Bulgariu, 2012). La
isoterma de Freundlich se obtuvo utilizando la ecuacion 3, en el caso del tratamiento
de perlas de alginato con Chlorella sp. el valor de n= 1,288 demostro que existe una
afinidad significativa (n>1) del adsorbente por el sorbato, en otras palabras existe
afinidad de la biomasa de perlas de alginato con Chlorella sp. por el cadmio y el
valor de la constante de Freundlich Kr= 1,468 confirma que la capacidad de
adsorcion del biosorbente es significativa (K>1). Al igual que en el tratamiento de
perlas de alginato sin Chlorella sp. los valores de n= 1,639 y Kr = 1,620, ambos son
mayores a 1, lo que demuestran que existe una afinidad significativa del adsorbente

por el sorbato y que la capacidad de adsorcion del biosorbente es significativa.

Analizando los valores de correlacion (R?) de las isotermas de Freundlich, el
tratamiento de perlas de alginato sin Chlorella sp. se ajusta favorablemente a este
modelo R?= 0,9289 (figura 6), a comparacion del valor del tratamiento de perlas de
alginato con Chlorella sp. cuyo ajuste es ligeramente menor (R?=0,8986). El nivel de
ajuste de éste ensayo pudo haber sido mejorado al eliminar el primer dato de la curva
que se muestra atipico (Figura 5) y que disminuye el ajuste de la linealidad de la
isoterma, sin embargo, el conservar o eliminar este valor de la curva, no afecta a las
conclusiones de afinidad significativa del adsorbente por el sorbato y de la capacidad
significativa de adsorcion del biosorbente puesto que en cualquiera de los dos

escenarios, estos seguirian siendo mayores a 1.
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Isoterma de Freundlich para Cd con Chlorella sp.
inmovilizada en perlas de alginato
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Logq

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8
Log Ce

Figura 5: Isoterma de Freundlich para Cd con perlas de alginato con Chlorella sp. inmovilizada
Nota: La biosorcion se dio en solucion de pH5 a 223min.
Flaborado por: La Autora, (2018)

Isoterma de Freundlich para Cd sin Chlorella sp.
inmovilizada en perlas de alginato
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Log Ce

F-igura 6: Isoterma de Freundlich para Cd con perlas de alginato sin Chlorella sp.
Nota: La biosorcion se dio en solucion de pH5 a 223min.
Flaborado por: La Autora, (2018)

Se realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA) con un nivel de significancia del 95 %,
con el software estadistico Infostat version 2008 (Di Rienzo etal., 2008)
confirmando que no existe diferencia significativa entre los tratamientos con y sin
Chlorella sp. en la perlas (P>0,05) y de igual forma en la prueba de Tukey se

comprueba por las medias obtenidas que no hay diferencia estadistica (Anexo 8).
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3.7 Comparacion de biosorcion de cadmio entre perlas de Chlorella sp.

inmovilizada, perlas de alginato sin Chlorella sp. y Chlorella sp. libre.

Utilizando la misma densidad celular 3x10’ cel/mL y los factores Optimos
previamente determinados para los ensayos, se realiz6 una comparacion de los
biosorbentes con perlas de alginato con y sin Chlorella sp. inmovilizada vs.
Chlorella libre, a diferentes concentraciones iniciales de metal en la solucién acuosa

(5, 8, 11, 14, 17 y 20 mg/mL) como se puede observar en la figura 7.

Se puede indicar que las capacidades de bioadsorcion aumentan al disminuir la
concentracion inicial de cadmio en el medio de adsorcion, esto se debe a que la
microalga actia mejor en concentraciones bajas de metales (Cuizano & Navarro,

2008), (Jimeno, Mercado, Ballesteros, Yépez, & Vega, 2017).

Al realizar un analisis de varianza (ANOVA) con un nivel de significancia del 95 %,
mediante el software estadistico Infostat version 2008 (Di Rienzo et al., 2008) para
los tres tratamientos se confirmd que si existe diferencia significativa (p>0,05) entre
los tratamientos con perlas de alginato y el tratamiento de células libres. Sin
embargo, no hay diferencia estadistica entre los tratamientos con perlas de alginato, a
pesar de que las perlas de alginato con Chlorella sp. tiene un valor mayor de la media
(Anexo 8). No obstante, como se dijo anteriormente, si se eleva la concentracion
celular de Chlorella sp. en las perlas se espera que pueda incrementar la remocion de
metal, de manera que estas perlas se podrian emplear exitosamente en tratamientos

de adsorcion de cadmio.
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Como se pudo observar, los tratamientos con células inmovilizadas obtuvieron
mejores resultados que los ensayos con células libres, comprobando que tienen
mayor capacidad de retencion para la remocién de metales, esto responderia a la
accion adicional del alginato. De hecho, se ha reportado que las células de Chlorella
se vuelven metabolicamente mas activas que las células libres (de-Bashan & Bashan,

2010), lo que podria favorecer los procesos de remocidn de metales.

Se han reportado varios estudios comparando el uso de microorganismos
inmovilizados y en estado libre como el proceso inmovilizado de Bacillus subtilis
como biosorbente para la eliminacion de un tinte anionico, el estado inmovilizado
aumentd la resistencia a la transferencia de masa entre el adsorbente y el adsorbato,
produciendo mejores resultados que el uso del adsorbente en estado libre (Binupriya,
Sathishkumar, Ku, & Yun, 2010). En otro estudio compararon la degradacién del
tributil fosfato por parte de Pseudomonas pseudoalcaligenes inmovilizadas y en
células libres, reportando que la degradacién es mucho mejor en forma inmovilizada
que como células libres (Hernandez-Ruiz, Alvarez-Orozco, & Rios-Osorio, 2017),
también Scenedesmus quadricauda fue utilizada para la absorcién de zinc y cadmio
en aguas residuales industriales, mediante células libre e inmovilizadas en alginato,
donde resulto que la absorcion maxima por las células inmovilizadas eran 1,4 y 1,6

veces mayores que los de las células libres (Awasthi & Rai, 2006)

Sin embargo, cabe destacar que se pudo comprobar que Chlorella sp. libre puede
remover el metal por si sola y que la biomasa inmovilizada permite el proceso de

adsorcion con mayor eficiencia.
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Bioremocion de cadmio con/sin biomasa inmovilizaday Biosorbente con
biomasalibre
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Figura 7: Bioremocién de cadmio con/sin biomasa inmovilizada y biosorbente con biomasa libre
Nota: Comparacion del porcentaje de remocién de cadmio de los biosorbentes utilizados en el
bnsayo: alginato con Chlorella sp., alginato sin Chlorella sp. y Chlorella sp. sin inmovilizar.
Elaborado por: La Autora, (2018)

3.8 Prueba de viabilidad

La prueba de viabilidad resulto positiva, puesto que durante diez dias la coloracion
de las perlas aumenté intensificandose el color verde caracteristico de la microalga
Chlorella sp. esto se debe al aumento de la densidad celular dentro de la esfera

(Forero-Cujifio et al., 2016), como se puede observar en la figura 8.

También se observd que pasado los 15 dias, las perlas empezaron a romperse esto
puede deberse a que la microalga ya no tenia el espacio suficiente dentro de la matriz
del polimero, concordando con el analisis de Forero-Cuijifio et al., (2016) que trabajo
con Chlorella vulgaris y Scenedesmus ovalternus inmovilizados en alginato de
calcio donde evidencid que después de diez dias de cultivo las esferas de alginato

con la microalga empezaron a disolverse.
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Prueba de viabilidad

Figura 8. Prueba de viabilidad

Nota: Chlorella sp. inmovilizada en perlas de alginato ubicadas en soluciones de (A) 5,0 (B) 8,0 (C)
11,0 (D) 14,0 (E) 17,0 (F) 20,0 mg/L de cadmio. De izquierda a derecha se observa la viabilidad de la
biomasa inmovilizada después de diez dias, dia 1 (1) y dia 10 (2)

Fuente: La Autora, (2018)
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Conclusiones

Al determinar el efecto de pH en las soluciones se establecio que si hay diferencia
significativa (p<0.05) para los tratamientos con y sin Chlorella sp. inmovilizada
pero, analizando entre los valores de pH 5 y 6 no hubo diferencia significativa
demostrando que los dos tratamientos actuan de la misma forma, esto se puede
atribuir a que el rango estudiado es muy corto, sin embargo, se opté por tomar como

optimo el pH 5 debido a que a este valor la solucion es més estable.

Se establecié que el tiempo éptimo de contacto de es de 223 min ya se observo

mayor absorcion del metal.

En el ensayo de concentracion dptima de células de Chlorella sp. para la adsorcién
de cadmio no presentd diferencia significativa entre tratamientos (perlas de alginato
con y sin Chlorella sp), pero si hubo diferencia entre las diferentes concentraciones
de Chlorella sp. empleadas, siendo la mayor concentracion (3x107 cel/mL) la que
presenté mejor adsorcion. Por lo que se espera que a mayor concentracion de células

podria haber mayor adsorcion del metal.

Los datos experimentales de la bioadsorcién de Cd con el tratamiento de perlas de
alginato con Chlorella sp. se ajustaron favorablemente al modelo de Langmuir con
coeficiente de correlacion (R?) de 0,9118 y obteniendo una concentracion maxima
de retencion de Cd (qm) de 5,640 mg por gramo de perla de alginato con Chlorella sp.
inmovilizada (biosorbente), a un tiempo éptimo de 223 min y a pH 5 (pH 6ptimo)
mientras que para el tratamiento de perlas de alginato sin Chlorella sp., los datos

experimentales de la bioadsorcion de Cd se ajustaron favorablemente a los dos
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modelos de Langmuir y Freundlich, con coeficiente de correlacion (R?) de 0,929 y
0,918 respectivamente y un gm de 5,356 mg por gramo de perla de alginato

(biosorbente).

El equilibrio de la biosorcion ocurre bajo un modelo de monocapa conforme las
isotermas de Langmuir y como una biosorcion de superficie heterogénea para las
isotermas de Freundlich mostrando que en ambos tratamientos existe afinidad entre

el sorbato y el sorbente.

La biosorcion con células de Chlorella sp. inmovilizada en perlas de alginato resulta

mas eficiente que la biosorcion de Chlorella sp. libre.

La prueba de viabilidad resulto positiva, puesto que durante diez dias la coloracion
de las perlas aumenté intensificandose el color verde caracteristico de la microalga

Chlorella sp. confirmando el aumento de la densidad celular dentro de la esfera.

Tanto el tratamiento de Chlorella sp. inmovilizada en perlas de alginato como las
perlas de alginato sin Chlorella sp. se podrian emplear para procesos de
biorremediacion con cadmio. Sin embargo, se espera que si se eleva la concentracion
celular de Chlorella sp. en las perlas se pueda incrementar la remocién de metal, de
manera que estas perlas se podrian emplear exitosamente en tratamientos de

remocion de cadmio.
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Recomendaciones

Utilizar alginato de sodio de grado alimenticio de alta densidad para la elaboracion
de las perlas, puesto que inicialmente se intentd utilizar alginato de baja densidad

pero la pasta de alginato no obtuvo la consistencia adecuada para su formacion.

Almacenar las perlas a temperatura ambiente minimo un dia antes de su uso para que

se climaticen y se solidifiquen completamente.

Dar mantenimiento al equipo de absorcion atbmica de aspiracion directa y calibrar el

mismo cada vez que se utiliza para obtener resultados fidedignos.

Trabajar con adecuados valores de pH de las soluciones para evitar problemas de

precipitacion.

Realizar ensayos del efecto toxico del metal sobre Chlorella sp. para conocer como

afectan diferentes concentraciones de Cd en su desarrollo.

Estimar, a futuro, la concentracion de sitios de adsorcion en la microalga Chlorela
sp. a partir de la cantidad de metal adsorbido y el tamafio del metal, para futuros

ensayos, comprobando si esta densidad cambia con el pH.
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ANEXos

Anexo 1: Células de Chlorella sp. en camara de Neubauer.

Nota: Vista al microscopio en aumento de 40X.
Elaborado por: La Autora, (2018)
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Anexo 2: Analisis estadistico del ensayo de tiempo de contacto.

Analisis de la wvarianza

Variakle i) E* E*® L3 CW
Adsorcion de Cd en solucio.. 96 0,%6 0,55 3,7%

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

F.V. 5C gl CH F p-valor
Modelo. 440,42 23 19,15 82,48 <0,0001
Tratamiento 440,42 23 18,15 82,48 <0,0001
Erroxr 16,72 72 0,23
Total 457,14 85
Analisis de la varianza

Variable 12) B= BE= A3 CcV
Ldsorcidn de Cd en solucio.. 96 0,96 0,95 3,79

Conadro de Analisis de la WVarianza (3C tipo III)

F.V. SC gl CH F p-valoxr
Modelo. 440,42 23 19,15 82,48 <0,0001
Tiempo 426,89 11 38,81 167,17 <0,0001
Chlorella 1,685 1 1,&5 7,12 00,0094
Tiempo*Chlorella 11,88 11 1,08 4,65 <0,0001
Erxror lea,72 72 0,23
Total 457,14 S5

Test:Tokey Alfa=0,05 DMS=0,81376
Error: 0,2322 gl: 72
Tiempo Medias n E.E.

20 7,98 & 0,17 B
40 9,85 £ 0,17 B

&0 10,65 & 0,17 B

20 12,10 8 0,17 C

100 12,81 8 0,17 C D

120 12,93 8 0,17 D

140 13,41 & 0,17 D E

160 14,08 8 0,17 E F
180 14,24 8 0,17 F
200 14,46 8 0,17 F G
240 14,64 8 0,17 F G
220 15,28 8 0,17 G

Msdias con una letra comin no son significativamente diferentes (p » 0.05)

Nota: Analisis de varianza del ensayo de tiempo de contacto entre los tratamientos de perlas de
alginato con y sin Chlorella sp. y andlisis de varianza con variables de clasificacion tiempo y
presencia o ausencia de Chlorella en los tratamientos y la interaccion entre variables.

Elaborado por: La Autora, (2018)
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Anexo 3: Prueba de rango post hoc de Tukey para el ensayo de tiempo dptimo de
contacto

Test:Tukey Alfa=0,05 DM5=0,19606
Error: 0,2322 gl: 72

Chlorella Medias n E.E.
P.Alginato sin Chlorella 12,57 48 0,07 &
P.Alginato con Chlorslla 12,83 48 0,07 B
Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)
Test:Tukey Alfa=0,05 DM5=1,28841
Error: 0,2322 gl: 72
Tiempo Chlorella Medias n E.E.
20 P.Alginato con Chlorella 7,30 40,24 B
20 P.Alginato sin Chlorella 8,65 4 0,24 B
40 P.Alginato sin Chlorella 9,75 40,24 B C
40 P.Alginato con Chlorella 8,95 4 0,24 C
g0 P.Alginato con Chlorella 10,58 4 0,24 CD
g0 P.Alginato sin Chlorella 10,73 4 0,24 CD
30 P.Alginato sin Chlorella 11,83 4 0,24 D E
30 P.Alginato con Chlorella 12,38 4 0,24 EF
100 P.Alginato sin Chlorella 12,75 4 0,24 EF G
120 P.Alginato sin Chlorella 12,83 4 0,24 EF GH
100 P.Alginato con Chlorella 12,88 4 0,24 EF GH
120 P.Alginato con Chlorella 13,03 4 0,24 EFGHI
140 P.Alginato sin Chlorella 13,25 4 0,24 FGHIUJ
140 P.Alginato con Chlorella 13,58 4 0,24 FGHIUY
200 P.Alginato sin Chlorella 13,98 4 0,24 G HI JK
160 P.Alginato con Chlorella 14,08 4 0,24 HIJK
160 P.Alginato sin Chlorella 14,10 4 0,24 HIJK
180 P.Alginato sin Chlorella 14,23 4 0,24 I J K
180 P.Alginato con Chlorella 14,25 4 0,24 I J K
220 P.Alginato sin Chlorella 14,38 4 0,24 J K
240 P.Alginato sin Chlorella 14,40 4 0,24 J K
240 P.Alginato con Chlorella 14,88 4 0,24 E
200 P.Alginato con Chlorella 14,95 4 0,24 E L
220 P.Alginato con Chlorella 16,18 4 0,24 L

Nota: Se analizaron 12 tiempos para cada tratamiento (con y sin Chlorella sp.)
Elaborado por: La Autora, (2018)
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Anexo 4: Analisis estadistico del ensayo de pH.

Analisis de la warianza

Variable N E®= ER® Bj CW
Adsorcidn de Cd (mg/g) 24 0,61 0,44 2,20

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

F.V. SC gl CH F p-valor
Hodelo. l,82 7T 0,26 3,5% 0,01e3
Tratamiento 1,82 7 0,26 3,55 00,0163
Error 1,16 1e 0,07
Total 2,98 23

Anilisis de la varianza
Variable i) E: ER® A3 CV

Adsorcidn de Cd (mgfg) 24 0,61 0,44 2,20

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)
F.V. 5C gl CM F p—-valor

Modelo. 1,82 7 0,26 3,59 0,01e3
Chlorella 0,38 1 0,38 5,17 0,0371
Fh 0,04 1 0,04 0,57 00,4554
Tiempo 0,88 1 0,88 12,1 ©O,0030
Chlorella*Ph 0,17 1 0,17 2,30 0,14%0
Chlorella*Tiempo 0,17 1 0,17 2,30 0O,1490
Ph*Tiempo 0,11 1 ¢od,11 1,47 0O,2428
Chlorella*Ph*Tiempo 0,08 1 0,08 1,13 O,3043
Error 1,16 1& 0,07

Total 2,98 23

-

Nota: Andlisis de varianza del ensayo de pH entre los tratamientos de perlas de alginato con y sin
Chlorella sp. y analisis de varianza con sus respectivas interacciones (tiempo, presencia o ausencia de
Chlorella sp. vs.pH, presencia o ausencia de Chlorella sp. vs.tiempo, pH vs. tiempo y presencia o
ausencia de Chlorella sp. vs.tiempo y pH).

Elaborado por: La Autora, (2018)
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Anexo 5: Prueba de Tukey del ensayo de pH 6ptimo.

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS5=0,23303
Error: 00,0725 gl 16

Chlorella Medias n EL.E,
P. alginato sin Chlorella 12,13 12 0,08 &
P. alginato con Chlorella 12,38 12 0,08

o

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,23303
Error: Q,0725 gl: 16

Ph Medias n E.E.

o 12,21 1
5 12,29 1

£

L R

2
2

(ST
Ho i =

0
0

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,23303
Error: 00,0725 gl: 18

Tiempo Medias n E.E.
lek 12,08 12 0,08 A
223 12,44 12 0,08 B

Nota: Prueba de Tukey del ensayo de pH dptimo, comparando las variables de presencia o ausencia
de biomasa microalgal inmovilizada en perlas de alginato, prueba de Tukey entre variables de pH de
la solucion y prueba de Tukey entre variables de tiempo de contacto.

Elaborado por: La Autora, (2018)
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Anexo 6: Prueba de Tukey del ensayo de pH 6ptimo, comparando las variables de
interaccion

Test:Tukey Alfa=0,05 DM5=0,4447¢6
Error: 0,0725 gl: 1%

Chlorella Tiempo Medias n E.E.
P. alginato sin Chlorella 166 12,02 & 0,11 &
P. alginato con Chlorella leé 12,10 & 0,11 &
P. alginato sin Chlorella 223 12,23 6 0,11 & B
P. alginato con Chlorella 223 12,65 o 0,11 B
Test:Tukey Alfa=0,05 DM5=0,44476
Error: 00,0725 gl: 1&
Ph Tiempo Medias n E.E.
o leo 12,03 & 0,11 &
& lek 12,08 & 0,11 &
& 223 12,33 & 0,11 & B
o 223 12,55 & 0,11 B
Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,76115
Error: 0,0725 gl: 168

Chlorella Ph Tiempo Mediaz n E.E.
P. alginato s3in Chlorella & lee 11,0 3 0,l¢ A
P. alginato con Chlorella 5 léé 11,83 3 0,le A
P. alginato sin Chlorella & 223 12,10 3 0,le A B
P. alginato sin Chlorella 5 166 12,13 3 0,16 A B
P. alginato con Chlorella & lé& 12,27 3 0,le B B
P. alginato sin Chlorella 5 223 12,37 3 0,le A B
P. alginato con Chlorella & 223 12,57 3 0,le A B
P. alginato con Chlorella 5 223 12,73 3 0,1e B

Nota: Las variables de interaccién son entre presencia o ausencia de Chlorella sp. vs. tiempo de
contacto, pH vs. tiempo de contacto y entre presencia o ausencia de Chlorella sp, vs. pH y tiempo de
contacto.

Elaborado por: La Autora, (2018)
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Anexo 7: Analisis estadistico del ensayo de concentracion celular 6ptima.

Analisi=s de la varianza

Variable N E®= R® Aj CW
Adsorcion de Cd (mg/ml) 12 0,15% 0,11 2,20

Cunadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. 5C gl CHM F p-valor

Modelo. 0,23 1 0,23 2,41 00,1515
Chlorella 0,23 1 0,23 2,41 ©0,1515
Error 0,97 10 0,10

Total 1,20 11

-

Test:Tokey Alfa=0,05 DMS=0,46237
Errcor: 00,0069 gl: 10

Chlorella Medias n E.E
P. alginato sin Chlorella 13,5%3 3 0,18 A
P. alginato con Chlorella 14,26 9 0,10 A
Analisis de la varianza
Variable H E* R Aj CW

Adsorcion de Cd (mg/mL) @ 0,70 0,59 1,10

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CH F p-valor
Modelo. 0,34 2 0,17 6,86 00,0281
Tratamiento 0,34 2 0,17 &,86 0,0281
Error 0,15 & 0,02
Total 0,48 B

Test:Tokey Alfa=0,05 DMS=0,6391659
Error: 00,0244 gl: &

Tratamiento Medias n E.E.

1 14,00 3 0,09 A

2 14,30 3 0,09 A B
3 14,47 3 0,09 B

Nota: Andlisis de varianza de los tratamientos de concentracion celular éptima en las perlas de
alginato para la biosorcion de cadmio y analisis de varianza entre las concentraciones de Chlorella sp.
(Concentracion 1= 3x108, Concentracion 2 = 1,6x107, Concentracion 3= 3x107).

Elaborado por: La Autora, (2018)
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Anexo 8: Andlisis estadistico del ensayo de adsorcion de cadmio con biomasa
inmovilizada, biomasa libre y alginato sin biomasa.

Analisis de la varianza

Variable H E= ER* B3 CW
Ldgorcidon de Cd (mg/mL) 36 0,01 0,00 37,57

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

F.V. SC gl CM F p—-valor
Modelo. 3,00 1 3,00 0,28 0,5%30
Chlorella 3,00 1 3,00 0,28 0,5%30
Error 360,50 34 10,0
Total 363,50 35

Test:Tokey Alfa=0,05 DMS=2, 20580
Error: 10,6028 gl: 34

Chlorella Medias n E.E.
P. alginato sin Chlorella 8,38 18 0,77 &
PF. alginato con Chlorella g,5%6 18 0,77 4B
Anilisis de la wvarianza
Variable N E* R*® B} CW

Ldsorcidn de Cd mg/M1 54 0,42 0,40 43,67

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. S gl CH F p-valor
Modelo. 337,97 2 leg,58 18,58 <0,0001
Chlorella 337,97 2 168,98 18,58 <0,0001
Error 463,90 51 8,10
Total 801,87 53

Test: Tuokey Alfa=0,05 DMS=2,6 42683
Error: 9,008&81 gl: 51

Chlorella Medias n E.E.
Chlorella libre 3,38 18 0,71 A
P. alginato sin Chlorella 8,38 18 0,71 B
P. alginato con Chlorells 8,9 18 0,71 B

Nota: Analisis de varianza y prueba de Tukey del ensayo de adsorcion de cadmio con perlas de
alginato con y sin Chlorella sp. y andlisis de varianza con prueba de Tukey entre los tratamientos
inmovilizados en alginato y el tratamiento de células libres.

Elaborado por: La Autora, (2018)
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