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Resumen

El plomo es un metal pesado empleado en mineria y combustibles, resulta
altamente toxico al bioacumularse en los diferentes niveles troficos, causando serios
problemas ambientales. La microalga Chlorella ha presentado gran potencial en la
remediacion de metales pesados. Esta investigacion plante6 evaluar la remocion de
plomo por accién de perlas de alginato con esta microalga inmovilizada y como control
perlas de alginato sin microalga.

La capacidad de remocidn de plomo se analizé mediante el estudio cinético de
adsorcion en perlas de alginato de calcio, evaluando el efecto del pH 4 y 5, asi como
la incorporacion de la microalga a concentraciones 0.3x107, 1.6x107, 3x10” células/mL
de alginato. Para medir la concentracion de plomo en las soluciones acuosas se empel6
espectrofotometria de absorcion atémica.

Se evidencio que el maximo de remocion de plomo ocurre en tiempos cercanos
a 143 minutos; mientras que variables como pH, concentracion celular y diferentes
concentraciones del metal no tuvieron efecto significativo en la eliminacion del metal.
No hay una relacion directamente proporcional entre la concentracion de la microalga
inmovilizada y la capacidad de remocion de Pb. Por tltimo, se compard la discrepancia
en la capacidad de remocion por perlas de alginato con Chlorella, perlas de alginato
sin Chlorella y Chlorella sin inmovilizar a diferentes concentraciones de metal (0-20
mg/L) en la solucion, mostrando que el tratamiento con perlas de alginato sin Chlorella
remueven mayor cantidad del contaminante, dado que el alginato de forma individual

también presenta accion de remocion.

Palabras clave: Microalga, plomo, remocion, alginato



Abstract

Lead is a heavy metal used in mining and fuel, it is highly toxic to bioaccumulate
at different trophic levels, causing serious environmental problems. The microalga
Chlorella has presented great potential in the remediation of heavy metals. This
investigation proposed to evaluate the removal of lead by the action of alginate beads

with this immobilized microalga and as a control alginate beads without microalga.

Lead removal capacity was analyzed by the kinetic study of adsorption on calcium
alginate beads, evaluating the effect of pH 4 and 5 as well as the incorporation of the
microalga at concentrations 0.3x107, 1.6x107, 3x107 cells/ mL of alginate. To measure
the concentration of lead in the aqueous solutions, atomic absorption

spectrophotometry was used.

It was evidenced that the maximum lead removal occurs in times close to 143
minutes; while variables as pH, cell concentration and different concentrations of the
metal did not have significant effect on the removal of this metal. There is no directly
proportional relationship between the concentration of the immobilized microalgae
and the ability to remove Pb. Finally, we compared the discrepancy in the ability to
remove alginate beads with Chlorella, alginate beads without Chlorella and Chlorella
without immobilizing to different concentrations of metal (0-20 mg/ L) in the solution,
showing that the treatment with alginate beads without Chlorella remove more of the

contaminant, since the alginate individually also shows removal action.

Keywords: Microalgae, lead (Pb), removal, alginate



Introduccion

Con el afan de crear productos y servicios que satisfagan las necesidades de los
seres humanos se genera el uso desmedido de metales pesados que después de cumplir
su funcidn y en muchos casos son derramados a rios, suelo y otros ecosistemas sin
realizar ningun previo tratamiento. Las distintas industrias como la mineria,
produccién de combustible, operaciones militares, procesos de fundicion, utilizacion
de productos quimicos agricolas, hornos de ladrillos, industrias de pequefia escala y
combustion de carbdn, son las principales fuentes antropogénicas causantes de la
contaminacion del medio ambiente con agentes toxicos lo que provoca irregularidades
en la salud del ecosistema, animales y el hombre (Abu Al-Rub, EI-Naas, Ashour, &
Al-Marzouqi, 2006).

Estos agentes toxicos pueden ser metales como arsénico, plomo, cadmio,
niquel, mercurio, cromo, cobalto, zinc, cadmio, bario, vanadio y selenio, los cuales
resultan nocivos a bajas concentraciones, no son biodegradables y se acumulan por
largos periodos de tiempo en el medio ambiente e incluso forman parte de la cadena
tréfica (Vera, Ugufia, Garcia, Flores, & Vazquez, 2016). Sin embargo, algunos
elementos (zinc, cobre, manganeso, azufre, hierro, boro), pueden ser utilizados a bajas
concentraciones por los seres vivos para realizar funciones metabdlicas esenciales para
sobrevivir. Sin embargo, al existir un consumo excesivo de los mismos, pueden ser
perjudiciales para la salud (Verma & Dwivedi, 2013).

Ente los metales pesados altamente toxicos se encuentra el plomo que se utiliza
en actividades antropicas tales como fabricacion de pigmentos, desechos electrénicos,
operaciones de fundicién, plantas de energia térmica a base de carbon, ceramica,

cobertura de cables, plomo laminado, soldaduras, vidriado de ceramica y ciertos tipos



de cristal (Azcona-Cruz, Ramirez y Ayala, & Vicente-Flores, 2015; Verma &
Dwivedi, 2013). Este metal altamente toxico no acta en ningun proceso metabolico
fundamental para las reacciones bioguimicas de los seres vivos (Burger & Pose, 2010)
ademas, cuando el Pb logra ingresar al cuerpo humano por contaminacion de comida,
agua, el aire o contacto (absorcion a través de la piel) tiene efectos agudos y cronicos
en la salud humana, distribuyéndose por pulmones y el tracto gastrointestinal (Burger
& Pose, 2010; Reyes, Vergara, Torres, Diaz, & Gonzéalez, 2016).

El mecanismo de accién se origina por union a los grupos sulfhidrilo, siendo
nocivo para las enzimas dependientes de zinc (Azcona-Cruz et al., 2015),
manifestando problemas neurolégicos, cardiovasculares, renales, gastrointestinales,
hematoldgicos y reproductivos (Gautam, Sharma, Mahiya, & Chattopadhyaya, 2014).

La contaminacién con metales pesados ha sido abordada por diferentes paises,
de los cuales Ecuador también ha sido afectado con la contaminacion de metales como
plomo, arsénico, zinc, cadmio y mercurio (Oviedo, Moina-Quimi, Naranjo-Moran, &
Barcos-Arias, 2017). Las principales actividades que perjudican al medio ambiente se
realizan en la agricultura (uso de insecticidas), mineria, metalurgia centros de acopio
de chatarra y fabricacidn de plasticos los cuales generan lixiviados que terminan en
medios acuaticos y suelo (Toscano & Gabriela, 2011).

Para solucionar este problema y disminuir el impacto ambiental generada por
la contaminacion de metales pesados existen muchos tratamientos convencionales que
involucran la utilizacion de procesos como precipitacion quimica, intercambio ionico,
osmosis inversa, electroquimico con la finalidad de eliminar dichos efluentes (Tejada,
Nufiez, & Villabona, 2015), pero dichos tratamientos presentan desventajas al formar
contaminantes secundarios, poca eficiencia de eliminacion de metales a bajas

concentraciones y asi también elevados costos (Barakat, 2011), por lo tanto se ha



optado por buscar soluciones a la problematica que causan los metales pesados en el
ecosistema, con tecnologias alternativas de bajo costo y amigables con el medio
ambiente, evitando asi generar desechos durante su proceso (Cuizano & Nabarro,
2008).

En este contexto, el uso de microalgas en procesos de remocion de
contaminantes es una alternativa debido a que las algas fitoplancténicas presentan
grupos funcionales que se ligan a iones metalicos capaces de incorporar a sus
estructuras metales como plomo, haciendo que se disminuya la concentracion del
metal en el medio en el que se encuentra (Sanchez, Garza, Almaguer, Saenz, & Lifian,
2008). Entre las algas mas estudiadas se conoce al género Chlorella, la misma que
tiene gran importancia a nivel industrial, alimenticio y ambiental (Villalobos & Scholz,
2013). Se ha confirmado la actividad de Chlorella en la remocion de diversas
sustancias como antibidticos, nitritos, fosfatos y metales pesados (Avila, 2015; Kumar,
Frankilin, & Raj, 2013; Montafio, Bula, Angulo, & Mercado, 2017) demostrando su
eficiencia en la acumulacion de estos Gltimos en su estructura y a su vez la eliminacion
de los contaminantes para disminuir el impacto ambiental.

Este proyecto propone evaluar la remocion de plomo por accion de perlas de
alginato con Chlorella sp. inmovilizada mediante espectrofotometria de absorcién
atomica. Para lo cual se parte con el anélisis de la cinética de eliminacion de plomo
por accion de perlas de alginato con y sin Chlorella en solucion acuosa a una
concentracion inicial de 20 mg/L, ademas se determin0 la disminucion del metal en
soluciones acuosas del metal en funcion de las diferentes concentraciones de Chlorella
inmovilizada en perlas de alginato. Dada la influencia de la concentracion del metal
en el proceso de adsorcidn de contaminantes también se plante6 comparar la diferencia

en la capacidad de remocién de plomo utilizando distintos tratamientos (perlas de



alginato con Chlorella, perlas de alginato sin Chlorella y Chlorella sin inmovilizar).
Este estudio contribuird con conocimientos sélidos que ayudaran a la implementacion
de varios sistemas de remocion, ademas proporcionara una alternativa para el

tratamiento de los metales pesados en medios hidricos contaminados.



Capitulo 1

Marco conceptual

1.1 Metales pesados

Los metales pesados como plomo, arsénico, zinc, cadmio, mercurio, entre otros
(Oviedo et al., 2017) son elementos inorganicos tdxicos. Su uso en diversas industrias
como en la produccion minera y de combustibles, genera residuos que alteran la
estructura de sistemas hidricos y afectan directamente su productividad, la flora y
fauna, ademas de perturbar la sostenibilidad de la cadena tréfica, induciendo riesgos
en la naturaleza y sociedad (Cuizano & Nabarro, 2008).

Muchos de estos metales son componentes importantes de la corteza terrestre,
otros son indispensables para el crecimiento y desarrollo de los seres vivos, y ademas
interacttan en las reacciones bioquimicas y fisioldgicas de estos organismos; a este
tipo de elementos se los utiliza a bajas concentraciones como por ejemplo cobre, zinc
y hierro dado que participan en las principales rutas metabdlicas (Ferré-Huguet,
Schuhmacher, Llobet, & Domingo, 2007). Sin embargo la escases o el exceso de la
concentracion de estos metales alteran las funciones normales en la célula (Navarro-
Avifo, Aguilar, & Lopez- Moya, 2007).

Se denomina metales pesados a los elementos que presentan una densidad
caracteristica mayor o igual a 5 g/cm?®, masa y peso atdmico por encima de 20, estos
ademas producen efectos toxicos a bajas concentraciones (Abbas, Ismail, Mostafa, &
Sulaymon, 2014). Los factores que determinan su efecto nocivo se lo atribuye no solo
a sus caracteristicas quimicas (se los puede encontrar sin sufrir modificacion o

formando complejos con sales sin poder ser mineralizados), sino también a la



concentracion en la que se encuentran, y el tipo de compuesto o0 metabolito que forman
(Canizares-Villanueva, 2000).

Los metales pesados son agentes altamente toxicos, con presencia menor al 0.1
% en la corteza terrestre (Navarro-Avifio et al., 2007), estan conformados por los
elementos de transicidn, algunos metaloides como el arsénico y selenio que tienen
diversos numeros de oxidacion, grado de reactividad, carga ionica y solubilidad. Sin
embargo, una vez utilizados son vertidos a ecosistemas acuaticos en su forma de ion
metalico, se acumulan indefinidamente en el ambiente, por otro lado son considerados
nocivos para la salud, no intervienen en las reacciones metabdlicas esenciales y su
toxicidad puede conducir a un envenenamiento e inactivacion de reacciones

bioquimicas (Tejada, Villabona, & Garcés, 2015).

1.2 Tipos de metales pesados usados en la industria

Existe un sin nimero de elementos quimicos que se encuentran a bajas
concentraciones en la naturaleza. El uso indiscriminado de estos materiales modifico
radicalmente su comportamiento normal en los ciclos bioquimicos y su equilibrio
(Bartnicki & Lovblad, 2004). Los metales pesados mas dafiinos para los seres vivos
son: cromo (Cr), mercurio (Hg), arsénico (As), cadmio (Cd), niquel (Ni), zinc (Zn),
bario (Ba), berilio (Be), cobalto (Co), plomo (Pb), entre otros. Los iones de estos
agentes toxicos penetran la célula a traves del sistema de transferencia que emplea
cationes fisiologicamente significativos como el calcio (Ca), magnesio (Mg), cobre
(Cu) y zinc (Zn) (Argota Pérez & Argota Coello, 2012).

Estos compuestos inorganicos son utilizados en muchas industrias vinculadas

con la mineria, papel, curtido de pieles, galvanoplastia, produccion de baterias, de



fertilizantes, en tecnologia, entre otros; siendo estos las principales fuentes de
contaminacion de sistemas hidricos cuando se descargan a los efluentes sin
tratamientos previos al ambiente (Amabilis-Sosa, Siebe, Moeller-Chavez, & Duran-

Dominguez, 2015).

1.3 Contaminacién por metales pesados

Se puede definir a la contaminacion ambiental como la presencia o adicion de
sustancias extrafas (solida, liquida, gaseosa) al ecosistema que perjudiquen a los seres
vivos y la estructura y concentracion del elemento nocivo determina la gravedad de la
contaminacion (Bermudez, 2010; Bharucha, 2004; «Significado de Contaminacion»,
2016)

La contaminacién por metales pesados se puede producir de forma natural en
fendmenos como: actividad volcanica, procesos de erosion, escapes espontaneos de
depdsitos profundos y superficiales (Burger & Pose, 2010). Sin embargo, uno de las
formas mas comunes de polucién se realiza por parte de la industrializacion en
conjunto con la actividad humana con el uso deliberado de elementos quimicos que se
acumulacion e incorporacion en la cadena tréfica ocasionando dafios (Ferré-Huguet
et al., 2007).

Al no recibir tratamientos previos a su desecho, los metales pueden alcanzar
diferentes sustratos como aire, agua y suelo; su presencia en el medio ambiente tiene
efectos contraproducentes para la flora y fauna, impidiendo el funcionamiento normal
de los procesos biologicos que garantizan la autoconservacion (Ayala & Romero,
2013). Los seres humanos pueden estar expuestos a estos contaminantes como

consecuencia del continuo esparcimiento en el medio, por ejemplo, al incorporarse en



alimentos tras implementar agua contaminada en el sistema de riego de estos (Reyes

etal., 2016).

1.4 Plomo

Es un metal de simbolo Pb, ubicado en el grupo VI A de la tabla periddica, en
el periodo 6 bloque p, de color gris azulado, numero atomico 82, masa atomica 207.2,
densidad 11340 kg/m?3, sélido a 20 °C, valencia 2 y 4, punto de fusion 327.4 °C (621.3
°F), punto de ebullicion 1725 °C (3164 °F) (Mufioz, 2009), configuracion electronica
[Xe] 4f*5d%%s%6p?, radio atdmico 175.0 pm, radio covalente 154 pm,
electronegatividad 2.33 (Pauling) (Limo, 2003). Este metal se considera un elemento
anfotero, por su afinidad de formar sales de plomo con &cidos, metales del acido
plumbico, forma muchas sales, 6xidos y compuestos organometalicos (Gonzélez &

Rojas, 2008).

1.4.1 Toxicidad del plomo

Se consideran agentes tdxicos aquellos elementos que a determinada
concentracion resultan nocivos y dafiinos para animales, plantas y ser humanos
(Navarro-Avifio et al., 2007). Los minerales de plomo se encuentran combinados con
otros metales perjudiciales para los organismos bioticos (Tejada, Villabona, et al.,
2015).

Datos reportados por el TULSMA (Texto Unificado de la Legislacion
Secundaria del Medio Ambiental), determinan el limite maximo permisible de plomo

en sistemas de alcantarillado para servicio publico de 0.5 mg/L (Ministerio del



Ambiente, 2015). Los procedimientos que involucran el tratamiento, utilizacion y
eliminacién del plomo continuamente contaminan el medio ambiente, provocando que
se libere y afecte a los seres vivos (Caviedes, Mufioz, Perdomo, Rodriguez, &
Sandoval, 2015). En los seres humanos se considera toxico una concentracion
alrededor de 5.0 pg/dL en la sangre la cual genera cambios neurocognitivos (Flores-
Ramirez et al., 2012).

El plomo puede ser inhalado y absorbido, después de entrar en contacto con
este, (Gonzalez & Rojas, 2008). Se impregna en el ser humano dependiendo de su
forma y tamarfio, transito gastrointestinal, estado nutricional y edad de la persona,
ademas existe una mayor sorcion cuando el organismo presenta deficiencia de hierro
o calcio, asi como cuando el individuo tiene una gran ingesta de grasa o calorias en su
dieta, incluso si el estbmago esta vacio, en estos casos la absorcion de plomo puede
ser del 30 a 50 % en nifios y del 10 % en adultos (Valdivia, 2005). Después de ingresar
al organismo el plomo transita en la sangre unido a los glébulos rojos, rapidamente se
dirige a los tejidos blandos (higado, rifion, medula ésea y sistema nervioso central), y
por ultimo se traslada a los huesos donde es inerte y no es toxico (Gonzalez & Rojas,
2008).

La toxicodinamica de este metal determina su interferencia en el metabolismo
del calcio, principalmente cuando las concentraciones de calcio son bajas, inhibiendo
la bomba de Na-K-ATPasa esto aumenta el calcio intracelular, produciendo
consecuencias en la neurotransmision y en el tono vascular (Luna & Rodriguez, 2016).
Compromete el funcionamiento del sistema nervioso central, es decir el plomo en la
célula altera los procesos metabolicos y funciones del calcio en el ser humano

(Valdivia, 2005).



Estudios muestran que la inhibicién de la enzima porfobilindgeno sintasa por
el plomo (que puede reaccionar con los grupos sulfihidrilos de la enzima o desplazar
el zinc) es causante de dafios irreversibles en los seres vivos provocando efectos
neuroldgicos, hematoldgicos, endocrinos y renales sobre la reproduccion y el
desarrollo, ademés de producir efectos cancerigenos en el cuerpo (Pauro, Choque,

Poccohuanca, & Mamani, 2009).

1.4.2 Fuentesy usos del plomo

Este elemento se encuentra en estado natural en el medio ambiente, formando
parte de estructuras inorganicas como la galena (sulfuro de plomo), siendo esta el mas
importante. También se encuentra presente en otros minerales como: la cerusita
(carbonato), la anglesita (sulfato), la corcoita (cromato), la wulfenita (molibdato), la
piromorfita (fosfato), la mutlockita (cloruro) y la vanadinita (vanadato) (Mafla, 2015).
El plomo presenta diversas caracteristicas de interés para las industrias, es facil de
extraer, trabajar, maleable, y de fundir por lo cual hace atractivo para la actividad
humana (Valdivia, 2005). Es uno de los elementos mas utilizados desde la antigliedad
en las industrias, se emplea de forma solida o liquida proporcionando polvo, humos o
vapores, ademas es la fuente principal en la metalurgia y mineria donde es parte del
revestimiento de cables, tuberias, componentes de soldadura y empaste en las
empresas automovilisticas para la fabricacion de baterias de plomo-acido para
vehiculos de motor, también se lo usa en gasolina, pigmentos y pinturas, municion,
esmaltes ceramicos, joyeria, juguetes e incluso algunos cosmeéticos y remedios

tradicionales (Padilla, Rodriguez-Sierra, & Martinez, 2000).
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1.5 Tratamientos para remocion de metales

La degradacion de metales pesados del medio ambiente es una problematica a
nivel mundial que debe ser resuelta; se pueden realizar muchos métodos con la
finalidad de disminuir el impacto en la naturaleza generado por estos contaminantes
(Cartaya, Reynaldo, & Piniche, 2008).

Entre estos tratamientos se conocen los procesos convencionales, los mas
utilizados como el caso de la precipitacion quimica, el cual consiste en la adicion de
agentes quimicos que generan particulas suspendidas por la disolucion, resultado de
reacciones que se produce con el metal formando un sélido insoluble llamado
precipitado (Plaza, 2012). Asi también, se puede dar el reemplazo de iones por cationes
0 aniones con carga similar descrito como intercambio idnico, técnica que emplea
matrices sélidas de sustancias insolubles en donde los iones en solucién se transfieren
a este molde (Caviedes et al., 2015). Por otro lado, la osmosis inversa hacen usos de
presion hidrostatica sobre una seccion afluente restituyendo asi flujo osmético del
sistema entonces la sustancia es obligada a parar a través de una membrana
semipermeable para separar por difusion controlada o cribada los componentes
catiénicos del solvente, mientras que los solidos disueltos permanecen retenidos
(Soler, 2014). Otros procesos, hacen uso de reacciones de 0xido-reduccién como los
tratamientos electroquimicos, los cuales consisten en la descomposicion de sustancias
quimicas en solucién capaces de recuperar iones metalicos las cuales emplean
electricidad para favorecer el paso de una corriente a través de un medio acuoso
portador del dicho elemento que contiene una placa de catodo y un anodo insoluble
(Buitrén, 2015).

Los principales inconvenientes que muestran este tipo de procesos es

generalmente en relacion a sus elevados costosos de implementacion para las
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industrias, sensibilidad a la temperatura, ademas producen residuos secundarios y no
son eficientes cuando el metal se encuentra a bajas concentraciones (Barakat, 2011;
Sala et al., 2010; Soler, 2014).

Sin embargo existen procesos que resultan rentables, efectivos y amigables con
el medio ambiente, estos se basan principalmente en el uso de organismos de diferentes
especies como hongos, bacterias, algas y plantas, ademas de cascaras de frutas,
productos agricolas y algunos tipos de biopolimeros (Maldonado, Luque, & Urquizo,
2012). Encargados de la degradacion, eliminacion o acumulacion para convertir los
contaminantes en particulas mas sencillas o inocuos para el medio ambiente y el

hombre.

1.6 Biorremediacion

Muchos organismos vivos pueden convertir componentes toxicos en elementos
inocuos para el ecosistema, dado que tienen la capacidad de modificar la
disponibilidad y toxicidad del metal en el medio en el que se encuentre, gracias a esta
cualidad se presenta esta tecnologia como solucién a la contaminacion ambiental
(Senthil Kumar & Gunasundari, 2018). La biorremediacion, se caracteriza por el uso
de organismos bidticos (bacterias, hongos, algas, plantas entre otros) en la eliminacion
0 neutralizacion de agentes toxicos del ambiente (Mary Kensa, 2011).

La biorremediacion se puede realizar in situ, este tipo de proceso pretende
realizar la remocion en el lugar donde se focalizo la contaminacion (Council, Sciences,
Systems, & Bioremediation, 1993). En el cual se utilizan todos los medios necesarios
para potencializar la accion de los microorganismos para degradar de forma natural el

contaminante (U.S. Environmental Protection Agency, 2000). En el que se colocan
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nutrientes y receptores de electrones al medio contaminante para que el
microorganismo los aproveche y se efectué la eliminacion del metal (Laitinen, 2006).

También se puede realizar de forma ex situ. Esta técnica es aplicada para
contaminaciones de menor grado (superficial) (Tomei & Daugulis, 2013). Se realiza
fuera del lugar donde se produjo la contaminacion, es decir, se requiere de la
movilizacién del material contaminado hacia la planta de tratamientos (Williams,
2006), lo cual incrementa costos de operacion y procesos. Para realizar este tipo de
biorremediacion se requiere del uso de equipos como biorreactores, disponibilidad de
amplios terrenos y se pueden emplear de tratamientos fisico—quimicos adicionales.
(Xu & Lu, 2010).

En comparacion con los procesos convencionales, la biorremediacion presenta
ventajas puesto que este tipo de tecnologia presenta muchas mejoras, dado que
requiere de baja inversién econdémica, son simples de implementar y emplea procesos
que genera desechos amigables con el medio ambiente (Caviedes et al., 2015; Dixit
et al., 2015; Tejada, Villabona, et al., 2015).

Muchos procesos de biorremediacion se dan a través de tecnologias mediadas
por bioadsorcion o biosorcidon, estos son tratamientos fisicoquimicos que se
fundamentan en el fendbmeno de adsorcion y absorcidén de moléculas e iones (Vargas,
Cabafas, Gamboa, & Dominguez, 2009), lo que permite la captacion de iones
metalicos mediante un proceso pasivo que emplea como sorbentes agentes biologicos,
biomasa viva 0 biomasa muerta los cuales se denominan biosorbentes (Tejada,
Villabona, et al., 2015). Para desarrollar procesos de biorremediacion por biosorcion
de metales se requiere de la adhesion de los iones a la estructura del biomaterial usado
para la descontaminacion (Sala et al., 2010).

En este proceso, un solido de origen natural detiene en su estructura grandes
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cantidades de sustancias o compuestos de diferente naturaleza quimica encontradas en
una fase liquida acuosa, a través de una amplia variedad de procesos dependientes o
independientes del metabolismo de los organismos utilizados (Buitrén, 2015).

Los procesos de bioadsorcion se basan en interacciones ionicas, formacién de
complejos entre iones metalicos y grupos funcionales del biosorbente los cuales son
caracteristicos por ser de bajo costo de operacion y alta eficiencia (Abbas et al., 2014).
Asimismo, minimiza la obtencion de lodos quimicos y bioldgicos, contiene alta
relacién superficie/volumen, rapida cinética de adsorcion y desorcion. No requiere de
nutrientes adicionales durante el proceso, ademas este permite la recuperacion del
bioadsorbente y en ocasiones hasta del metal (Sameera, Naga Deepthi, Srinu Babu, &
Ravi Teja, 2011).

Los organismos presentan diferentes mecanismos para lidiar con el metal, por
accion de estructuras celulares que se unen a iones, pueden disminuir la toxicidad del
metal en el medio, actuando en la valencia del elemento por accion de procesos de
oxidacion y reduccion que efectlian estos organismos en el contaminante, para lo cual
el metal debe estar de forma disponible en la naturales (Cervantes et al., 2006; Roane,
Pepper, & Gentry, 2015).

La bioacumulacién se da cuando el metal se acumula en las células, después de
la incorporacion de éste en la membrana del organismo, se transporta a estructuras mas
internas (citoplasma u organelos) de manera que van disminuyendo los niveles del
contaminante por la actividad metabdlica de un organismo vivo (Sala et al., 2010;
Vullo, 2003). La facilidad para acumular los metales en los microorganismos depende
de la afinidad de estos por las estructuras quimicas se encuentren disponibles en el
medio que se va a biorremediar (Argota Pérez & Argota Coello, 2012).

En los procesos de biorremediacion, los microrganismo también presentan
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mecanismos de biotransformacion, en donde los compuestos contaminantes son
transformados a estructuras menos tdxicas o incluso no toxicas para el medio
ambiente, mediante la interaccion de los procesos bioldgicos de los microorganismos
(Dixit et al., 2015) por accion de enzimas, las cuales convierten estos compuestos

nocivos en sustancias solubles en agua o volatiles (Vullo, 2003).

1.6.1 Factores que afectan el proceso de biorremediacion por adsorcién de

metales pesados

La bioadsorcion esta limitada por varios factores, los cuales son esenciales para
determinar las condiciones dptimas en el que se produce la adsorcion del metal en un
sistema, ademas nos proporcionan informacion necesaria para establecer el equilibrio
del proceso (Ahalya, Ramachandra, & Kanamadi, 2003). Estos factores varian de
acuerdo con el metal y tipo de bioadsorbente.

La temperatura en uno de los factores implicados, esta interviene en otros
componentes que se relacionan al proceso de bioadsorcion, tales como: la estabilidad
de iones metalicos, estabilidad del complejos microorganismo-metal dependiendo de
los sitios de biosorcion, configuracion de la pared celular del microorganismo,
ionizacion de restos quimicos en la pared celular (Sag & Kutsal, 2000). Estos otros
factores pueden alterar de forma individual o en conjunto los sitios de union en el
bioadsorbente, impidiendo la eliminacion del metal (Fan, 2013). Generalmente la
reaccion de adsorcion es exotérmica, es decir que la adsorcion aumenta con la
disminucion de la temperatura (Abbas et al., 2014).

El pH es otro de los factores de bioadsorcion que se ve involucrado en el medio

a biorremediar. El proceso de biosorcion que se produce es similar a un proceso de

15



intercambio iénico. EI pH controla las propiedades superficiales del biosorbente,
formado por grupos debilmente acidos y basicos (Abbas et al., 2014). Este influye en
las fuerzas de atraccion y repulsion (Van der Waals, cizalla), involucradas en la union
entre los grupos funcionales con cargas negativas del biomaterial con los metales en
la solucion. Por lo tanto, la perla (parte solida) depende de la concentracion de protones
de su estructura y el pH de la solucién con metal. Esta alteracion relaciona la afinidad
del absorbente por el adsorbato el cual se refleja en la adsorcion del
contaminante(Amaringo & Hormaza, 2013; Gémez, 2005; Kiran, Akar, Safa Ozcan,
Ozcan, & Tunali, 2006).

De esta manera, la distribucion de cargas en la superficie del biomaterial afecta
la biorremediacion. Para establecer la capacidad para retener iones (metales), se
determina la carga cero (PZC) y el punto isoeléctrico (Amaringo & Hormaza, 2013),
estos factores determinan el pH adecuado para la remocién del agente téxico.

Asi mismo, la concentracion celular empleada como bioadsorbente afecta
directamente el equilibrio en la remocion del metal (Al-Homaidan, Al-Houri, Al-
Hazzani, Elgaaly, & Moubayed, 2014). Las células permiten la eliminacion del
contaminante del medio acuoso, por lo tanto una elevada o escasa concentracion de
estas en el medio a descontaminar, restringe el acoplamiento entre el sitio de unién y

los iones metalico (Abbas et al., 2014).

1.7 Organismos empleados en la biorremediacién de metales pesados

Para los procesos de adsorcion se emplean diversas fuentes bioldgicas, con la
capacidad de eliminar metales pesados, (Nivetha & Karthick, 2018). La habilidad de
adsorcion del material empleado como biadsorbente estd relacionado con el area

superficial y la polaridad, entonces la eficiencia de remocion se evalla en base a el
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estado idnico del material organico empleado (Dhankhar & Hooda, 2011).

Dada la basta diversidad entre los microrganismos, la capacidad de adsorber de
los estos puede variar enormemente. La capacidad de adsorcion de las bacterias es
usada principalmente para efluentes con iones metalicos y colorantes que no son
biodegradables (Umar & Halimoon, 2015). Los inconvenientes que presentan las
bacterias radican en la forma de aislar, en el cribado y en la bioaumentacion de las
mismas (Nivetha & Karthick, 2018).

Por otro lado, la utilizacion de algas como fuente de remediacion es un proceso
innovador; este tipo de organismos son faciles de cultivar y bioaumentar, porque
presentan un mayor rendimiento y eficiencia para adsorber contaminantes, ademas
cubren una mayor area de contacto con el contaminante para adherir los iones del metal

a su estructura (Al-Homaidan et al., 2014).

1.8 Microalga fitoplantonica Chlorella sp.

La microalga Chlorella sp. pertenece a la divisiébn Chorophyta, de tamafio
pequefio, no movil y de forma ovoide (Angulo, Catallar, Morales, & Barrios, 2012).
Estas células con pared celular delgada y cloroplasto en forma de copa, se propagan
formando células hijas o autoesporas idéntica a la célula madre (Infante et al., 2012).
Este tipo de microalga tiene un ciclo de vida simple, es facil de bioaumentar debido a
su rapida reproduccion (40 horas) con una minima cantidad de nutrientes, energia

solar, y CO2 (Liu & Chen, 2014).

Son muy conocidas por su gran importancia a nivel industrial, alimenticio y
ambiental (Villalobos & Scholz, 2013). Se emplean para procesos de biorremediacion

con el objetivo de eliminar metales pesados y materia organica en medios acuaticos.
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La estructura de la pared celular permite su utilizacion en forma suspendida o
inmovilizada, como cepa pura 0 en consorcio con otros microorganismos (Infante
etal., 2012).

La alta produccidn de contaminantes generados por las industrias conlleva a la
eutrofizacion del medio ambiente y deterioro del ecosistema (He-Jeong & Seung-Mok,
2012). Los avances tecnoldgicos permiten el uso de microorganismos inmovilizados
en matrices de alginato, se ha comprobado la eficacia de Chlorrella sp. inmovilizada
en remocién de metales como fosforo, nitrégeno, cromo, cadmio, plomo, entre otros
(Silva-Benavides & Torzillo, 2012).

En la actualidad la biotecnologia presenta gran interés por la accion de
microalgas para la biorremocion en sistemas acuaticos, dado que presentan estructuras
a las que se acopla el contaminante que permiten la eliminacion o acumulacién de
metales (Pavasant et al., 2006). Se evidencio la accion de las microalgas en remocion
de contaminantes como nitrogeno, fosforo y DQO en aguas residuales urbanas
(Chacoén, Andrade, C Ardenas, Araujo, & Morales, 2018). También se ha demostrado
Chlorella vulgaris tiene la capacidad de remover metales pesados (Cho, Lee, Park, &

Chung, 2008; Dewi & Nuravivah, 2018).

1.9 Mecanismo de accién de algas en la remocion de metales

Muchos microorganismos (procariotas y eucariotas) a lo largo del tiempo han
adquirido la capacidad de tolerar niveles de estrés ocasionado por sustancias toxicas,
sin embargo, algunos de estos organismos tienen mecanismos para adherir a sus
estructuras sustancias como los metales pesados sin afectar sus funciones metabdlicas

esenciales. (Kaplan, 2013). Este proceso se realiza gracias a la adsorcion de los iones
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metalicos por parte de la célula y los componentes de su estructura para incorporarlos
(Kotrba, Mackova, & Urbanek, 2011).

Las paredes de algas se caracterizan por ser generalmente celulésicas (Das,
Vimala, & Karthika, 2008), ademas de componerse por alginatos y fucoidanos (Davis,
Volesky, & Mucci, 2003) en la cual presentan un sin numero de grupos funcionales
como carboxilatos, aminas, imidazoles, fosfatos, sulfhidrilos, sulfatos e hidroxilos, que
actian en la union metal-sorbato. La mayoria estan cargados negativamente a
excepcion de aminas e imidazoles las cuales muestran carga positiva que se activan
cuando se protonan adquiriendo carga negativa (Crist, Oberholser, Shank, & Ming,
1981).

Como se muestra en la figura 1, las algas presentas varios sitios de union
especificos para los metales. El proceso de unién metal-sorbente se produce en primera
estancia cuando los iones metalicos se adhieren a la estructura superficial de la célula
por accion del acoplamiento entre el metal y los grupos funcionales que presenta el
alga. Cuando se presenta la saturacién de la pared celular pasan a la membrana celular

y al citoplasma celular (Das et al., 2008).
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Estructura celular de las algas

Exopolysaccharides
and cell wall

Phytochelatin/
Metallothlonein

Figura 1. Principales sitios de union de metales pesados en algas
M= metal pesado (independiente de su estado de oxidacién)
Fuente: Mehta & Gaur (2005).

1.10 Inmovilizacion de células

La metodologia de inmovilizacion se realiza con la finalidad de generar un
atrapamiento fisico de la célula en una matriz adecuada para que cumplan su desarrollo
sin perjudicar su funcién (Willaert, 2011). Esta tecnologia le confiere proteccion frente
a factores fisicos (pH, Temperatura, entre otros), genera estabilidad al
microorganismo, ayuda a la acumulacién de contaminantes a su estructura (Arroyo,
2017; Martins, Martins, Filza, & Santaella, 2013).

La inmovilizacién presenta un entorno en el que se localizan células (sistema
celular inmovilizado o agregado de células inmovilizadas), el cual consta de tres
unidades claramente identificadas: el organismo bidtico, la matriz o soporte de

inmovilizacion, espacio intracelular de la matriz (Willaert, 2009).
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1.11 Tipos de inmovilizacion

La inmovilizacion puede ser de tipo activa, esta se realiza por accion de agentes
floculantes, unién quimicay encapsulacion en gel para permitir que el microorganismo
pueda encapsularse en una matriz (Moreno-Garrido, 2008). La inmovilizacion activa
es un proceso fisicoguimico 0 mecanico, que consiste en encapsular en la parte interna
de una matriz la biomasa. Esta matriz puede estar formada de geles de polimeros
extraidos de forma natural o sintética los cuales son usados como soporte (Bansode,
Banarjee, Gaikwad, Jadhav, & Thorat, 2010). Al inmovilizar células vivas es
importante que permita su perfecto desarrollo y reproduccién (Roa & Cafiizares,
2012).

Asi mismo, la inmovilizacion puede ser de tipo pasiva. Aqui se genera por la
afinidad del microorganismo para adherirse a las superficies (naturales o sintéticas) de
la estructura de inmovilizacion sin perjudicar su crecimiento y desarrollo. Esta afinidad
se muestra por la presencia de estructuras celulares como, fimbrias en bacterias e hifas

en hongos, en organismos vivos (Lapo, 2014).

1.12 Tipos de matrices naturales para inmovilizacion

En el mercado existe una gran variedad de matrices aptas para inmovilizar
microorganismos que genera encapsulados con estructura y tamafio definido sin
afectar su crecimiento y desarrollo, aumenta la estabilidad, es decir, no altera la
actividad metabolica esencial para los organismos atrapados. También, proporciona
resistencia a la toxicidad dependiendo de las caracteristicas de la base empleada para

el microencapsulado (Cafiizares-Villanueva, 2000).
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Existen muchas matrices que cumplen la funcion de recubrimiento. El
colageno, es abundante en tejido conectivo, huesos y cartilago de los vertebrados. La
estructura principal del colageno es la secuencia peptidica (Gly-X-Y) n, donde X e Y
pueden ser prolina e 4-hidroxiprolina, respectivamente (Parichehr, Farzaneh, Fariba,
& Shima, 2015). También se han estudiado otro tipo de polimeros lineales como la
carragenina, de elevado peso molecular, es una mezcla de galactanas sulfatadas, las
cuales produce las algas rojas especialmente las Rhodophycae. Se caracteriza por
formar geles a temperatura ambiente, presentar grupos hidroxilo, sulfato en su
estructura y solubles en agua. A este grupo pertenece k- carragenano , t- carragenano
y A carragenano (Arroyo, 2017).

Se ha analizado la capacidad de algunos polisacaridos para el encapsulamiento
de organismos como el almidon, el cual estd conformado por unidades de glucosa
unidos por enlaces glucosidicos en el que se presentan dos estructuras, 20 % la amilasa
(polimero lineal) unido por enlaces glucosidicos 1.4, y 80 % la amilopeptina
(ramificada) unido a enlaces D-1.4 y D-1.6 (Sajilata, Singhal, & Kulkarni, 2006;
Yepes, 2015). Sin embargo, estos biomateriales naturales antes mencionados no
resultan eficientes para establecer un sistema de remocion de contaminantes (Parichehr
et al., 2015) utilizando el proceso de inmovilizacién, dado que requieren de otros
tratamientos adicionales para proporcionar estabilidad a la matriz (Rao & Bhavikatti,

2013; Smiljanic, 2010).

1.12.1 Alginato

Otros tipos de biomateriales mas efectivos para diferentes son los alginatos, se

postulan como una de las matrices méas utilizadas para procesos de inmovilizacion
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debido a su bajo costo, nula toxicidad, facil manipulacién, por ello son ampliamente
empleados en la industria alimenticia (Lupo, Génzalez, & Maestro, 2012). Ademas
son estudiados en la biotecnologia para el microencapsulamiento de organismo, con
esta metodologia es posible la recuperacion de la biomasa inmovilizada (Simental,
2015).

Pertenece al grupo de hidrocoloides que provienen de la extraccion de algas
marinas (pared celular y espacios intracelulares), se consideran polisacaridos lineales
no ramificados con caracteristica hidrofilica constituido por B-D-acido manudronico
(M) y a-L-acido gulurénico (G) lo que le confiere la habilidad de generar geles con
cationes con valencia 2+ (Song, Yu, Gao, Liu, & Ma, 2013). Estos mondmeros se
distribuyen formando homopolimeros tipo G-bloques (-GGG-), M-bloques (-MMM)
0 heteropolimeros es decir, los bloques M y G se alteran (-MGMG). La ubicacion de
los las estructuras principales del alginato en la cadena del polimero, la carga y
volumen de los grupos carboxilicos proporcionan propiedades de flexibilidad o rigidez
al gel; en el caso de existir mayor cantidad de G-bloques el gel formado es fuerte y
fragil, mayor cantidad de M-bloques el gel es suave elastico (Draget, 2009).

Los geles de alginato se produce con la union de G-blogue del alginato con otro
G-blogue mediante iones divalentes generalmente sodio (Simental, 2015), es decir al
producir el goteo de la pasta de alginato de sodio en cloruro de calcio se observa una
disposicion fisica en forma de perlas, esto se debe a que los iones de calcio se van a
unir a las estructuras de conocidas como carboxilato del a&cido manuronico y del acido
glucurénico (Ravindra Reddy & Sabitha Reddy, 2010).

Abdel-Hameed, (2006); Ahmad, Bhat, & Buang, (2018); Carrasco, (2018);
Luan, Jin, Chan, Wong, & Tam, (2006); Urvina, (2018); Valdez, Perengiiez, Matyas,

& Guevara, (2018) determinan, que la inmovilizacion de Chlorella facilita la
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eliminacién y recuperacion de contaminantes que se encuentran en el medio ambiente
en una variedad de metales pesados como Pb, Zn, Cr, Cd, Cu y Ni; también se ha
evaluado en otros tipos de contaminantes, tributyltin (TBT), nitritos y fosfatos, entre
otros (Avila, 2015; Luan, Jin, Chan, Wong, & Tam, 2006). En el encapsulamiento el
tamano de la perla para el proceso de remocion es importante, dado que determina la

concentracion de células que acttan en el sistema (Rao & Bhavikatti, 2013).
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Capitulo 11

Marco metodoldgico

2.1 Elaboracion de perlas de alginato de calcio (perlas sin Chlorella sp.)

Para la elaboracion de perlas de alginato se llevé acabo el procedimiento
realizado por Valdez et al. (2018).Se realiz6 una disolucion de 2 g de alginato de sodio
grado alimentico marca Loba Chemie (alta viscosidad) en 50 mL en agua destilada-
desionizada, se mezclo hasta tener una solucion homogénea, se ajusto su pH entre 7,8-
8.0 utilizando é&cido clorhidrico 0.1 M (HCI) o hidréxido de sodio 0.1 M (NaOH),
segun sea el caso. Por dltimo, se colocé la solucion de alginato de calcio en una
jeringuilla de 25 mL, sin la aguja metalica y gote6 en una solucion de cloruro de calcio
1 % (p/v) previamente preparada, como se observa en el anexo 1, una vez formadas
las perlas se mantuvieron en agitacion por 30 minutos. Posterior a esto se filtraron las

perlas empleando una gasa y por ultimo se enjuag6 con agua destilada-desionizada.

2.2 Inmovilizacion de Chlorella sp. en perlas de alginato

Para la inmovilizacion de Chlorella sp. se empelo la metodologia descrita por
Valdez et al. (2018). Primero se realiz6 el conteo en camara de Neubauer para conocer
la concentracion del cultivo de Chlorella sp. a emplearse, éste se hallaba en fase
exponencial. Se elaboraron perlas con tres concentraciones de la microalga (0.3x107,
1.6x107, 3x107 células/mL de alginato). Se realizé una disolucion de 2 g de alginato de
sodio grado alimentico marca Loba Chemie en 50 mL de una solucion realizada con
un volumen determinado del medio de cultivo de Chlorella sp., dependiendo de la

concentracion de microalga requerida en la perla, y aforado con agua destilada-
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desionizada. Se homogenizo la mezcla hasta obtener una solucion ausente de particulas
0 grumos. Posteriormente, se ajusto su pH entre 7.8-8.0 utilizando acido clorhidrico
0.1 M (HCI) o hidréxido de sodio 0.1 M (NaOH) segun sea el caso. Por dltimo, se
colocé la solucion en una jeringuilla de 20 mL y empez6 a gotear en una solucién de
cloruro de calcio 1 % (p/v) en agitacion de 100 rpm, una vez formadas las perlas se
mantuvieron en agitacion por 30 minutos. Posterior a esto, se filtraron las perlas
empleando una gasa y finalmente se lavaron con suficiente agua destilada-desionizada

estéril.

2.3 Cuantificacion de la concentracion de plomo

Se cuantificd la concentracion de plomo en las muestras de solucidn acuosa
sometidas a procesos de remocién. Se emple6 un espectrofotdbmetro de absorcién
atomica de aspiracién directa marca VARIAN (modelo Spectr AA55) usando flama
de aire-acetileno con ldmpara de plomo. El proceso se llevo acabo con la preparacién
de soluciones estandares de concentraciones de 1, 5,10, 20 y 30 mg/L de plomo; se
calibré el equipo con el uso de estas soluciones para conseguir la curva con coeficiente
de regresion lineal de r>=0.9999 o superior y se procedi6 a realizar las lecturas

respectivas.

2.4 Planteamiento de disefio experimental

El andlisis del proceso de remocion de plomo empleando perlas con Chlorella
sp. inmovilizada se realizo por triplicado utilizando los tratamientos descritos en la

tabla 1.
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Tabla 1.

Descripcion de tratamientos

Tratamientos

T1: Perlas de alginato con Chlorella sp. en solucion con Pb
T2: Perlas de alginato sin Chlorella sp. en solucion con Pb
T3: Perlas de alginato con Chlorella sp. en solucion sin Pb

T4: Perlas de alginato sin Chlorella sp. en solucion sin Pb

Nota: Elaborado por: La autora, 2018.

2.5 Cinética de remocion de plomo en solucion acuosa por accion de perlas de

alginato con Chlorella y perlas de alginato sin Chlorella

Para el andlisis de la remocion de plomo se requirio afiadir 15 mL de solucion
de plomo (estandar diluido en acido nitrico), se inicié con una concentracion de 20
mg/L del metal en matraces de 100 mL. Se agregd 1 g de perlas de alginato de calcio
(8-10 perlas) con o sin Chlorella sp., segin corresponda al tratamiento y controles
(tratamientos sin Pb), como lo muestra la tabla nimero 1. Se emple6 1.6 x107
células/mL como concentracion celular de microalga. Este ensayo se realizd por
triplicado con una agitacién constante de 125 rpm, a temperatura ambiente (22 °C £ 3
°C), e iluminacion solar. El tiempo de remocion se determind mediante el analisis de
ecuaciones obtenidas en cada tratamiento, para esto se tomaron muestras de la solucién

de Pb cada 20 minutos hasta observar la desorcién del metal.
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2.6 Analisis de la remocién de plomo en solucién acuosa a diferentes pH

Se analizo el efecto del pH en el proceso de remocion, para lo cual se plante6
emplear diferentes valores de pH (4-7), en soluciones de Pb a 20 mg/L. Para esto, se
preparo la solucion de plomo a la concentracion antes mencionada, se ajusto el pH a
los valores indicados con 0.1 M (HCI) o hidréxido de sodio 0.1 M (NaOH), segun
corresponda. Posteriormente, se procedié a agregar en matraces de 100 mL de
capacidad 15 mL de solucién de metal a pH 4 con 1 g de perlas de alginato con o sin
Chorella sp. segun corresponda el tratamiento. Luego, se mantuvo en agitacion
constante con el tiempo de remocion determinado, este procedimiento se realizé por
triplicado para cada tratamiento. Se empled una concentracion celular de 1.6 x10’
células/mL en los tratamientos con microalga. De igual forma se repitié el proceso

para el ensayo a los diferentes valores de pH.

2.7 Ensayo de viabilidad de Chlorella sp. inmovilizada

Después de evaluar el pH adecuado para el proceso de remocion en el ensayo,
a partir de soluciones de 20 mg/L, se valoro la viabilidad de la microalga en estos
tratamientos a pH 4 y 5. Se filtr6 con ayuda de una gasa las perlas que contenian
Chlorella sp. inmovilizada, bajo los parametros de asepsia requeridos para cultivar un
microorganismo. Las perlas se cultivaron en tubos de ensayo con 3 mL de medio
adecuado para su crecimiento el cual contiene Nitrofoska (3 mL/L) y agua destilada-
desionizada. Se sometieron a un fotoperiodo 12:12 luz:oscuridad (intensidad luminica
en rango de 405 a 1071 luxes) y temperatura ambiente (22 °C+ 3 °C). Para comprobar

la viabilidad se requiere observaciones por colorimetria por un transcurso de 15 dias.
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2.8 Evaluacién de la remocion de plomo en solucién acuosa por accion de

diferentes concentraciones de Chlorella sp. inmovilizada

Para establecer la remocidn del plomo en funcion de la concentracion celular
de Chlorella sp. inmovilizada, se emplearon tres concentraciones de microalga
(0.3x107, 1.6x107, 3x107 células/mL de alginato), en soluciones de Pb a 20 mg/L.
Posteriormente, se procedié a agregar en matraces de 100 mL de capacidad 15 mL de
solucion de metal ajustada al pH previamente establecido y 1 g de perlas de alginato
con o sin Chorella sp., segln corresponda. Luego, se mantuvo en agitacion constante
(125 rpm) durante el tiempo determinado anteriormente. Este ensayo se realizé por

triplicado a temperatura ambiente (22 °C + 3 °C), e iluminacion solar.

2.9 Andlisis de remocion de Pb en solucion acuosa en funcion de diferentes
concentraciones del metal por accion de perlas de alginato con Chlorella,

perlas de alginato sin Chlorella y Chlorella sin inmovilizar

Para evaluar la capacidad de remocion de los tratamientos se utilizaron siete
concentraciones diferentes de metal (0, 5, 8, 11, 14, 17 y 20 mg/L de Pb) en solucion
acuosa (agua destilada-desionizada). Se ajustaron las soluciones al pH previamente
establecido. Y se procedio a agregar 15 mL de solucion de plomo en matraces de 100
mL de capacidad, y 1 g de perlas de alginato con o sin Chorella sp., segun corresponda
para cada tratamiento. En el caso de Chlorella sin inmovilizar, se colocaron 3 mL de
solucion ajustada al pH antes determinado, y la cantidad de inoculo correspondiente
para alcanzar una concentracion celular de 3x107 células/mL. Luego, se mantuvo en

agitacion constante (125 rpm) durante el tiempo determinado anteriormente. Este

29



ensayo se realizo por triplicado a temperatura ambiente (22 °C + 3 °C), e iluminacién
solar.

Para la cuantificacion del plomo en los tratamientos con Chlorella sin
inmovilizar se procedid a centrifugar por 5 minutos. Posteriormente se extrajo el

sobrenadante en otros tubos de ensayos perfectamente etiquetados para su valoracion.
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Capitulo 111

Resultados y Discusién

3.1 Elaboracion de perlas de alginato de calcio (perlas sin Chlorella sp.)

En la tabla 2, se presentan las caracteristicas fisicas y morfologicas de las perlas
de alginato sin Chlorella sp. que se formaron a partir de la solucién de 2 g de alginato
de calcio en 50 mL de agua destilada-desionizada.

Tabla 2.

Descripcion de las caracteristicas fisicas de perlas sin Chlorella sp

Caracteristica Descripcion

Forma Redonda

Color beige-blanco

Tamano 4.2-4.6 mm (diametro)

Total Aproximadamente 350, a parir de 2 g de

alginato de calcio

Elaborado por: La Autora, 2018

La figura 2, permite observar las perlas de alginato de calcio sin Chlorella sp.
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Perlas de alginato sin Chlorella sp.

Figura 2. Perlas de alginato sin Chlorella sp. inmovilizada.
Fotografia tomada en la Universidad Politécnica Salesiana, por La autora, 2018.

Carrasco (2018) y Urvina (2018) describe que las caracteristicas fisicas como
forma y tamafio de las perlas son factores importantes para la obtencion de resultados
homogéneos en todos los ensayos, para lo cual se deben descartar perlas que no se
encuentren perfectamente esféricas. Valdez et al (2018) determinan que las perlas
control deben presentar coloracion crema palido para considerarse ideales para realizar

los ensayos.

3.2 Inmovilizacién de Chlorella sp. en perlas de alginato

En la tabla 3, se presentas las caracteristicas fisicas y morfoldgicas de las perlas

con Chlorella sp. a partir de la solucion elaborada de 2 g de alginato de calcio en 50

mL de agua destilada-desionizada.
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Tabla 3.

Descripcion de las caracteristicas fisicas de perlas con Chlorella sp.

Caracteristica Descripcion

Forma Redonda

Color verde claro

Tamano 4.2-4.6 mm (diametro)

Total Aproximadamente 350, a parir de 2 g de

alginato de calcio

Concentracion celular 1.6x107 células/mL.
Elaborado por: La autora, 2018

La figura 3, permite visualizar las perlas de alginato con Chlorella sp.

Perlas de alginato con Chlorella sp.

Figura 3. Estructura fisica de perlas de alginato con Chlorella sp. inmovilizada con
1.6x107 células/mL.
Fotografia tomada en la Universidad Politécnica Salesiana, por La autora, 2018.

La unica diferencia es la presencia o ausencia de Chlorella, razén por la cual
cambia el color en cada tipo de perla. Vinueza (2017), Carrasco (2018), Urvina (2018)
(2018) y Valdez et al. (2018) sefialan que la inmovilizacion de Chlorella sp, se

caracteriza por su coloracién verde lo que indica viabilidad de la microalga.
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3.3 Cinética de remocion de plomo en solucion acuosa por accion de perlas de

alginato con Chlorella y perlas de alginato sin Chlorella

Los resultados se analizaron mediante la elaboracién de una grafica de
concentracion de plomo (Pb) en relacién al tiempo (min) y se considero la regresion
lineal obtenida en cada tratamiento (figura 4).

En la figura 4, se describe la cinética de remocion para las perlas con Chlorella
sp. (T1) y las perlas sin Chlorella sp. (T2) obtenida en el intervalo de 0-180 min, lo
cual nos facilita la elaboracion de la ecuacion correspondiente para determinar los
tiempos para la remocién. En el caso del T1 el mejor tiempo fue de 143 minutos con
un ajuste de su regresion lineal de R?=0.876. Con respecto al T2, que estuvo en
contacto con plomo se encontr6 un tiempo de 148 min con un ajuste de su regresion
lineal de R2=0.806.

Finalmente se determiné como tiempo de remocién 143 minutos puesto que es
el menor tiempo registrado, es decir las perlas de alginato con Chlorella presentan una
mejor respuesta que las perlas de alginato sin microalga, frente al tiempo de remocion.
La diferencia del tiempo con relacion al tratamiento sin alga justamente podria
corresponder a la accién del microorganismo, lo cual se podria determinar en los

ensayos que se presentan a continuacion.
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Cinética de remocion de Plomo T1 y T2 (Perlas de alginato con y sin Chlorella
sp. en solucion con plomo)

20 Bl Perlas de alginato con Chlorella

Perlas de alginato sin

[N
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Figura 4. Descripcion grafica de la concentracion del plomo empleando perlas de alginato con
Chlorella sp. y sin Chlorella vs Tiempo.

Se empled una concentracion celular de 1.6x107 células/mL de Chlorella, perlas sin Chlorella
sp.a22°C £ 3°Cy 20 mg/L de metal. Con el uso de Origin Lab (Origin Lab, 2016)

Elaborado por: La autora, 2018

La capacidad de Chlorella sp. para adherir en su estructura agentes toxicos
favorece a la retencion del metal (Oliveira, Mauricio, & Garcia, 2011), asi mismo, el
alginato también presenta esta caracteristica, y en forma conjunta presentarian mas
sitios disponibles para la union con dicho contaminante haciendo mas eficiente la
remocion en relacion al tiempo. Travieso, Cafizares-Villanueva, Borja, Benitez,
Dominguez-Bocanegra, Dupeyron & Valiente (1999) atribuyen su eficiencia a la
afinidad de las microalgas por los iones que corresponden a los metales pesados.

El tiempo determina la velocidad de remocion del sorbente mostrando su
equilibrio al permanecer constante, este puede ser de minutos e incluso horas, la

variacion depende de la capacidad de retencion del sorbente y la disponibilidad del
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metal en el sistema empleado. La remocion del metal se realiza hasta que el biomaterial
satura todos los sitios de union, entonces ocurre la desorcion, en este caso se evidencia
pasado los 180 minutos, posterior a este tiempo se evidencio un aumento de la
concentracion de Pb en el sistema. Se entiende como desorcion al fendmeno contrario
a la adsorcion o absorcidn, es decir, en un sistema de remocion que se encuentra en
equilibrio entre la matriz de remocién y solucién acuosa del contaminante se produce

la expulsién del contaminante previamente adsorbido por la matriz (Tenorio, 2006).

3.4 Analisis de la remocién de plomo en solucién acuosa con diferentes pH

El efecto de pH en la actividad de remocién de metal es un factor a considerar,
puesto que influye directamente en la disponibilidad de los grupos funcionales y la
afinidad del metal con el biosorbente (Oliveira et al., 2011).

En la tabla 4, se describe que T1 muestra porcentualmente una respuesta
ligeramente superior al presentar el 98.35 % de disminucion del metal en la solucion;
mientras que, para el T2 se removid el 97.70 % del contaminante. Se encontré6 mejor
efecto de remocion a pH 5 en ambos tratamientos, considerando el valor de pH
ligeramente acido adecuado para el proceso de adsorcion del plomo.

Con los valores de pH de 6 y 7, el metal se precipita formando hidréxido, lo
cual perjudica la remocion por parte del bioadsorbente, de manera que no es viable la

aplicacion de los tratamientos.
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Tabla 4.
Efecto del pH en la remocién de Pb por accion de las perlas de alginato con Chlorella

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

Plomo (Concentracion inicial 20 mg/L)

TRATAMIENTO pH Conc. Final (% R)
Perlas con Chlorella sp. en 4 0.40 98.00
solucion con Pb 5 0.33 98.35
Perlas sin Chlorella sp. en 4 0.60 97.00
solucion con Pb 5 0.46 97.70

Nota: procedimiento realizado a 22 °C £ 3 °C durante 143 minutos, concentracién inicial de 20 mg/L de
plomo y concentracion celular de 1.6x107 células/mL. No se muestran los valores de los tratamientos
testigos (sin metal). % R= porcentaje de remocidn, Conc. Final=concentracion del metal en la solucién
acuosa en mg/L.

Elaborado por: La autora, 2018.

Sin embargo, dado que no se encontro diferencia significativa (p= 0.4715,
anexo 6) al analizar el porcentaje de remocidn del plomo a partir de diferentes valores
de pH se decidié tomar como pH de remocién al valor de 5, puesto que Chorella
inmovilizada se adapta mejor a este nivel de pH para realizar su actividad metabdlica
y fotosintética, puesto que esta mas cercano al pH ideal para cultivos de Chlorella.
Cada organismo requiere un pH adecuado para realizar sus actividades metabolicas,
entre ellas la remocién de los contaminantes. En Chlorella sin inmovilizar el pH

idoneo para su desarrollo es de 8.2-8.7 (Alvear, Castillo, & Henao, 2011).

El pH, es uno de los pardmetros indispensables para el proceso de remocién
dado que afecta la estabilidad del metal y disponibilidad los grupos funcionales
presentes en la estructura del bioadsorbente (Chuquilin & Rosales, 2016) en este
estudio se requiere de condiciones ligeramente acidas para establecer afinidad entre el
metal y el sorbente.
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Ahmad, Bhat, & Buang (2018) determinan que se debe conocer el
comportamiento de la estructura del alga para la union con el metal, es asi que,
Chlorella vulgaris dispone como grupo funcional méas abundante al carboxilo (grupo
funcional &cido) que se vera afectado por la quimica del metal. En el caso de pH 3 los
puntos de union de la pared celular de la microalga estan relacionados con iones de
hidronio y las fuerzas de repulsion restringen el enlace con el ion, mientras que a pH
6 los grupos quimicos como amino y carboxilo estan disponibles generando cargas
negativas; al sobrepasar el pH adecuado para la remocion, pueden no estar utilizables
los sitios de union del sorbente. Aung, Hlaing, & Aye (2013) evidencio que al
aumentar el pH a 6 se incrementa la remocion de Pb (500 mg/L de metal) hasta el 99.4
% al utilizar Chlorella vulgaris.

De manera que, probablemente al incrementar en los presentes ensayos el valor
de pH a 6 (considerado mas cercado al idoneo para el desarrollo de Chlorella) se
observaria una mayor remocion por parte del bioadsorbente, dado que al subir el pH
en la solucion acuosa, de valores de 4 0 5 a 6, los sitios con grupos funcionales con
carga negativa procederian a aumentar (Shu-kui, Ying-jiu, & Hai-yang, 2011), lo
contrario ocurre con los sitios con grupos funcionales positivos. Sin embargo, al
realizar los ensayos a pH 6 y 7, el metal se precipité obstaculizando el anélisis de la
remocion al formar hidroxidos, lo que provoco que el plomo se encuentre menos

disponible.

3.5 Ensayo de viabilidad de Chlorella sp. inmovilizada

En esta prueba se analizo la capacidad de Chlorella sp. para desarrollarse

después de ser sometida al estrés de la presencia de plomo en soluciones con un pH de
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4y 5, respectivamente. El resultado se evalud por medio de colorimetria de las perlas
con Chlorella sp. inmovilizada.

En la figura 5, se muestra la coloracion de Chlorella sp. al inicio y final del
periodo de ensayo, las perlas de alginato con la microalga se incubaron por 15 dias en
un medio de cultivo liquido apto para su crecimiento (Nitrofoska, 3 mL/L). Se
compararon las perlas con Chlorella sp. sometidas a remocion de plomo contra las
perlas con Chlorella sp. del tratamiento control en el cual no hubo presencia de metal.

El tratamiento de las perlas con microalga que fueron sometidas a la solucion
con 0 mg/L del metal (figura 5 A), mostraron un crecimiento y desarrollo éptimo
exponiendo coloracion verde claro al primer dia y posteriormente, a los 15 dias (figura
5 B) su coloracion se intensifico a verde oscuro, lo que indica que hay incremento en
la concentracién celular y actividad fotosintética puesto que las microalgas se
encuentran viables.

En el caso de las perlas con Chlorella sp. que se sometieron al estrés con el Pb
(figura 5 C,E), se revelaron los mismos efectos que en las perlas control (sometidas a
soluciones acuosas con 0 mg/L del metal), es decir presentaron coloracion verde claro
al primer dia y al termino de los 15 dias (figura 5 D,F) su coloracion cambio a verde
oscuro, similar a lo observado en el tratamiento control, lo cual significa su adecuado

crecimiento aun después de ser sometidos a la remocion del metal.
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Viabilidad de Chlorella sp.apH4 v 5
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Figura 5. Crecimiento de Chlorella sp. en las perlas antes y después de ser sometidos a
solucion de plomo.

A: perlas control de alginato con Chlorella sp. dia uno, B: perlas control de alginato con Chlorella
sp. dia 15. C: Perlas de alginato con Chlorella sp. a pH4 dia 1; D: Perlas de alginato con Chlorella
sp. a pH4 dia 15; E: Perlas de alginato con Chlorella sp. a pH5 dia 1; F: Perlas de alginato con
Chlorella sp. a pH5 dia 15.

Fotografia tomada en la Universidad Politécnica Salesiana, por La autora, 2018.

Después de someter a Chlorella sp. inmovilizada a condiciones de estrés, dicha
alga sigue mostrando su caracteristica fotosintética, esto se debe a su capacidad de
adoptarse a diferentes habitats para su desarrollo (Villalobos & Scholz, 2013), asi
mismo Avila (2015) demuestra que la inmovilizacion de microalgas (Chlorella sp. y
Chlamydomonas sp.) para usos en biorremediacion de nitritos y fosfatos no interviene
en el crecimiento de la misma, de igual manera que lo que se observa en el presente

ensayo al someter a la microalga a soluciones con plomo. Sin embargo, su crecimiento
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también se puede ver influenciado por la toxicidad del metal como lo reporta Urvina
(2018), usando perlas de alginato con Chlorella sp. a una concentracion celular de 1.6
x107 células/mL a pH 4, para remocion de cromo en el que se reporta que la microalga
presentaba coloracion marrdn a los 10 dias de exposicion al metal a concentracion de
20 mg/L, lo que se relaciona muerte de la célula, siendo asi que la microalga se adapta
de mejor manera a soluciones con plomo en comparacion con el cromo a igual
concentracion y pH. En el caso de pH 5 y 20 mg/L de cromo Urvina (2018) sefiala el
adecuado desarrollo de la microalga mostrando su coloracion verde oscura, lo que
indica su efectiva actividad fotosintética. De manera que el pH del medio es interviene
en la resistencia a las condiciones toxicas de los metales.

Por otro lado, Valdez et al (2018),reportan que a altas concentraciones de
cadmio (100 y 200 mg/L) se observa la falta de tolerancia al metal de Chlorella sp.
libre (sin inmovilizar), ocasionando coloracion marrdn grisacea, resultando toxico para
la actividad del organismos analizado. Otros estudios también describen la falta de
tolerancia de las algas a la combinacién de metales, Hajdu-Rahkama (2014) empled
1x108 células/mL en cultivo liquido sin inmovilizar, a pH 3, en aguas artificiales que
contenian As (30 w/L), Pb (300 ug/L), Cd (30 pg/L) y Hg (30 pg/L) en el que se
observo que el cultivo de Desmodesmus subspicatus presentd cambio de color grisacea
a los 3 dias de su contacto, esto era indicador de cultivo no viable demostrando la
sensibilidad del algas a bajas concentraciones de metales ocasionada por la toxicidad
gue provoca su accion conjunta.

Al analizar los resultados se puede considerar que Chlorella sp. es un alga
resistente a Pb ya que es capaz de desarrollarse en condiciones de estrés por presencia

de plomo en concentraciones de hasta 20 mg/L, permitiendo su actividad metabolica
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y su capacidad de retencion del metal, sin afectar su crecimiento, lo que permitiria su

uso en procesos de remocion de este contaminante.

3.6 Evaluacion de la remocion de plomo en solucion acuosa por accién de

diferentes concentraciones de Chlorella sp. inmovilizada

Se establecid gue todos los promedios de remocién, tanto para los tratamientos
de perlas de alginato con diferentes concentraciones de microalga, asi como perlas de
alginato sin Chlorella, estan alrededor del 91 % (tabla 5), donde el mejor porcentaje
de remocion de Pb se obtuvo con perlas de alginato sin Chlorella con el 91.67 %. Esto
indicaria que la presencia del alga no afectd el proceso de disminucion del metal,
corroborandose mediante el analisis de varianza (ANOVA), de manera que no existe
diferencia significativa (p>0.05) entre los tratamientos con Chlorella sp. y sin
microalga (anexo 7), es asi que todos los tratamientos usados tuvieron similar efecto

en el proceso de biorremediacion.
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Tabla 5.

Efecto de la densidad celular de Chlorella sp. en la remocion de Pb por accion

Tratamientos Pb (Concentracion inicial 20 mg/L)
Densidad celular Concentracion final (% R) de
(cel/mL de alginato)  Pb (mg/L)) Pb

Perlas con Chlorella sp. 0.3x10° 1.73 91.30

en solucién con Pb 1.6x10’ 1.80 91.00
3x10’ 1.75 91.25

Perlas sin Chlorella sp. 0 1.67 91.67

en solucién con Pb

Nota: Se empled 20 mg/L de plomo, 22 °C + 3°C, pH 5y a 143 minutos. Cel= células, (% R)= porcentaje
de remocion.
Elaborado por: La autora, 2018.

Diversos autores reportan resultados en los que las perlas de alginato con
Chlorella inmovilizada remueven mayor cantidad de plomo que las perlas de alginato
sin microalga (Abdel-Hameed, 2006; Garza Gonzélez, Almaguer Cantd, Rivera de la
Rosa, & Loredo Medrano, 2010; Singh, 2018) Al contrario, Rao & Bhavikatti (2013)
demuestran que el tratamiento con perlas de alginato sin microalga resulta ligeramente
mejor en comparacion con la inmovilizacion de Chlorella pyrenoidosa, en un sistema
de remocion de cromo a 150 mg/L de solucion, esto se observo en el analisis de
variacion de la concentracion de metal (25, 50, 75, 100, 150 mg/L), de manera que, en
cuanto aumenta la concentracion inicial del contaminante la capacidad de eliminacion
disminuye por parte de las perlas con algas. La naturaleza y estructura del metal
perjudica la actividad por parte de la microalga, por esta razon en este ensayo las perlas
con alginato resultan ligeramente més viables para establecer un sistema de adsorcion,

dado que presenta mejor afinidad con este contaminante.
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En los estudios reportados se evidencia que emplearon concentraciones de
Chlorella en perlas distintas a las ensayadas en el presente estudio. Esto, sumado a que
en el presente estudio no hay una relacion directamente proporcional entre la
concentracion de la microalga inmovilizada y la capacidad de remocion de Pb, sugiere
que se evallen diversas concentraciones de Chlorella en perlas de alginato en
soluciones acuosas con Pb, a fin de determinar las condiciones 0ptimas para remocién
de este metal. Los valores a encontrarse junto con mayores analisis podrian conducir
a la elaboracion de anélisis isotérmicos.

A diferencia de lo que sugieren Carrasco (2018) y Urvina (2018) en donde se
puede apreciar que a mayor concentracion de la microalga, se daria mayor remocion
del metal, en este estudio se deduce que la concentracion 6ptima para la remocion de
plomo en solucion acusa estaria entre los rangos evaluados en este proyecto. Por lo
tanto, se recomienda realizar futuros ensayos con muchas mas concentraciones de
Chlorella inmovilizada en alginato y de esta manera poder determinar una

concentracion éptima de microalga por mL de alginato para la refmocion de Pb.

3.7 Analisis de remocién de Pb en solucion acuosa en funcion de diferentes
concentraciones del metal por accion de perlas de alginato con Chlorella,

perlas de alginato sin Chlorella y Chlorella sin inmovilizar

En este analisis comparativo, la remocion de plomo se estudio mediante la
disminucion del metal en la solucion acuosa por accion de: perlas con Chlorella sp.
(3x107 células/mL de alginato) (T1), perlas sin Chlorella sp. (T2) y Chlorella sp. sin
inmovilizar. Se realizaron los ensayos a pH 5 y con diferentes concentraciones del

contaminante (0, 4, 7, 11, 14, 17 y 20 mg/L).
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La figura 6, indica la accion de remocién por los bioadsorbentes (T1y T2 y
Chlorella sp. sin inmovilizar), aqui se muestra que el tratamiento con Chlorella sin
inmovilizar remueve considerablemente menos metal que T1 o T2. Asi mismo, al
comparar T1y T2 no se observa mayor diferencia en porcentajes de remocion, esto se
corrobora con los analisis estadisticos realizados de forma que entre T1 y T2 no hay
diferencia significativa (p= 0.7636, anexo 9B), mientras que al comparar los tres
tratamientos se ven respuestas diferentes (p= <0.0001, anexo 9A). Es asi que, tanto T1
y T2 alcanza valores de remocién al rededor del 90 % en todos los casos mientras que
Chlorella sp. sin inmovilizar alcanza porcentajes inferiores, mismos que varian de

46.81 % a 68.83 %.

Remocion de plomo (Pb) por accion perlas con Chlorella sp., perlas sin
Chlorella sp. y Chlorella sp. sin inmovilizar

100
90 —
80 —
70 —
60 —
50
40 —

30

Concentracion de Pb (mg/L)

20 +

4 7 11 14 17 20

Concentracion inicial (mg/L)

| % R de perlas con Chlorella 1 % de R de perlas sin I % R de Chlorella sin
Chlorella inmovilizar

Figura 6. Remocion de Pb por de los distintos tratamientos a diferentes concentraciones
de metal.

% R= porcentaje de remocidn. Con el uso de Origin Lab (Origin Lab, 2016)

Elaborado por: La autora, 2018
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Como se demostro al analizar la remocién de Pb en perlas de alginato con
diferentes concentraciones de microalga, no existe diferencia en el porcentaje de
disminucion del metal entre perlas de alginato con y sin Chlorella. De igual forma, se
evidencia una respuesta similar al analizar la remocion del contaminante en solucion
acuosa en funcion de diferentes concentraciones del metal por accion de T1y T2, ya
que no hay diferencia significativa entre estos tratamientos.

El alginato es producido a partir de algas pardas (Andrade et al., 2004), y al
igual que la microalga Chlorella, también presenta la capacidad de adherir a su
estructura contaminantes como lo demuestran los ensayos realizados. Asi mismo,
estudios elaborados por Chaw, Khaing, & Thida (2011) luego de evaluar algunos tipos
de adsorbente para la remocion de metales pesados, demostraron que el alginato de
calcio presenta una efectividad de remocién de 87.5 % de plomo bajo condiciones de
pH 5, concentracion inicial de 500 mg/L y tiempo de 60 minutos, esto se debe a los
grupos funcionales presentes en la superficie del alginato le confiere la capacidad de
union metal-bioadsorbente.

Como se evidencio en la grafica, la biomasa de Chlorella libre presenta la
capacidad de remover metales en solucion acuosa pero no resulta tan efectiva en
comparacion con T1 y T2, dada que la inmovilizacion de microalgas pretende
potencializar la actividad de remocién. Resultados similares presento Abdel-Hameed
(2006) con porcentajes de remocion de 92 % y 90 % para alginato con Chlorella
vulgaris inmovilizada y alginato sin microalga, respectivamente, mientras que, en el
caso de células libres el porcentaje fue de 88.6 %, con una concentracion inicial de 50
mg/L, pH 6 y 2 horas. Este incremento en la remocion del contaminante se debe a las
caracteristicas que confiere la matriz de inmovilizacion a la microalga para proteger al

organismo dentro de la matriz y sobre todo a la afinidad del alginato por el metal.
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El sistema de remocion esta ampliamente relacionado con las condiciones
como: pH, tiempo de remocidn, concentracion de metal en la solucion, temperatura,
tipo y dosis de organismo a utilizar, entre otros (Malik & Ahemand, 2011). Con estos
resultados presentados se propone realizar los ensayos a diferentes concentraciones de
Chlorella inmovilizada y quizé al trabajar en soluciones con pH 6 que no presenten

precipitacion del metal.
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Conclusiones

La metodologia empleada para la elaboracion de las perlas permitié obtener
perlas adecuadas para los tratamientos, presentando caracteristicas

homogéneas en diametro, coloracion y forma.

El anélisis de la cinética de remocion establece que para el tratamiento de
perlas de alginato con Chlorella sp. inmovilizada el tiempo de eliminacion de
plomo fue 143 min, mientras que para perlas de alginato sin Chlorella sp. fue

de 148 min. En ambos casos la desorcion ocurre después de los 180 minutos.

El analisis de pH no presentd diferencias significativas (p < 0.05), mostrando
que el crecimiento de Chlorella sp. no fue afectada negativamente por el estrés
ocasionado por el pH ni por la concentracion de metal, sin embargo,
porcentualmente pH 5 presento mayor remocion con 98.35 % y 97.70 % en
perlas de alginato con Chlorella sp. y perlas de alginato sin Chlorella sp. a 143
min de contacto con la solucion de metal. Se espera que al trabajar con pH 6

se obtengan mejores resultados de remocién del metal.

Estadisticamente no se mostro diferencia significativa (p < 0.05) entre las
concentraciones de Chlorella utilizadas y el tratamiento control. No hay una
relacién directamente proporcional entre la concentracion de la microalga
inmovilizada y la capacidad de remocion de Pb, por lo que se deberan ensayar
diversas concentraciones adicionales, se esperaria que la concentracion dptima
para la remocion de plomo en solucidn acusa esté entre los rangos evaluados
(0.3x10°-3x107 células/mL).
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Al ensayar la remocion de Pb a partir de soluciones con diferentes
concentraciones de metal, no existe diferencia en el porcentaje de disminucion
del contaminante entre perlas de alginato con y sin Chlorella, pero el
tratamiento con Chlorella sin inmovilizar remueve considerablemente menos
metal. La mejor respuesta presentada por los tratamientos con alginato se debe

sobre todo a la afinidad del alginato por el metal.
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Recomendaciones

No emplear pHs muy &cidos en la elaboracion de perlas de alginato, dado que
afecta directamente a la estructura de la perla, haciendo susceptible a

degradacion.

Analizar rangos de pH mas amplios para establecer el sistema de remocion
ideal para este contaminante, se sugiere dar mayor atencién a valores de pH

alrededor de 6.

Evaluar diversas concentraciones de Chlorella en perlas de alginato en
soluciones acuosas con Pb, a fin de determinar las condiciones éptimas para
remocion de este metal. Los valores a encontrarse junto con mayores analisis

podrian conducir a la elaboracion de analisis isotérmicos.
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AnNexos

Anexo 1. Datos de la curva de calibracién de plomo. R=0.99

Fuente: La autora, 2018
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Anexo 2. Perlas de alginato sin Chlorella sp.

Fuente: La autora, 2018
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Anexo 3. Perlas de alginato con Chlorella sp.

Fuente: La autora, 2018
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Anexo 4. Prueba del efecto del pH en el proceso de remocién de plomo.

Nota: Se emplearon pH 4 y 5, a temperatura ambiente 23 °C, 20 mg/L y al tiempo ya determinado.
Fuente: La autora, 2018
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Anexo 5. Analisis del tiempo de contacto para la remocion de plomo por accion de

perlas de alginato con Chlorella sp. y perlas de alginato sin Chlorella sp.

T1 T2
Tiempo | mg/L de Pb en perlas | mg/L de Pb en perlas
(min) con Chlorella sp. sin Chlorella sp.
0 20.400 20.400
20 14.125 14.900
40 9.625 7.625
60 8.700 7.100
80 6.075 4,100
100 4.825 4,525
120 1.525 2.175
140 1.525 1.450
160 1.025 0.975
180 0.825 0.850
200 1.050 1.275
220 1.250 1.375

Nota: el ensayo se realiz6 a temperatura ambiente de 23 °C, soluciones reguladas a pH 5, las muestras
se tomaron cada 20 min.
Fuente: La autora, 2018
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Anexo 6. Analisis de varianza correspondiente al porcentaje de remocion del plomo,

obtenido del analisis a diferentes valores de pH.

Analisis de la varianza

Variable H R* R* Aj CV
% remocidén de P 4 0,28 0,00 0,61

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

F.V. 5C gl ©CM F p=valor
Modelo. 0,28 1 0,28 0,78 00,4715
PH 0,28 1 0.28 0,78 0,4715

Error o, ¥l 2 0,38
Total 0,99 3

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=2 58365

Error: 0,3556 gl: 2

PH Mediaz n E.E.

4 97,50 2 0,42 A

3 98,03 2 0,42 A

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

Nota: se analizé con un nivel de significacion del 95 %, de la concentracion final obtenida en los
diferentes tratamientos de remocién del plomo por accion de las perlas de Chlorella sp. y perlas sin
Chlorella sp, mediante el Software estadistico Di Rienzo, J., Casanoves, F., Balzarini, M., Gonzalez,
L., Tablada, M., & Robledo, C. (2013).

Fuente: La autora, 2018
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Anexo 7. Andlisis de varianza correspondiente al porcentaje de remocion del plomo,
obtenido del analisis a diferentes concentraciones celulares de Chlorella sp. en perlas
de alginato.

AnAlisis de la varianza

Variable N E* R* Aj CW
% de remocidén de Pb 4 0,72 0,38 0,20

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. 5C_ gl CM F p-valor
Modelo. 0,17 1 0,17 5,10 0,1525
tratamiento 0,17 1 0,17 3,10 00,1323
Error 0,08 2 0,03
Total 0,23 3

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,689430
Error: 0,0325 gl: 2

tratamiento Medias n E.E.
Perlas Chlorella ap + Fb 91,20 3 0,10 &
Perlas sin Chlorella sp + .. 91,67 1 0,18 A

Mzdias con una letrs comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Nota: se analiz6 con un nivel de significacion del 95 %, por accion de diferentes concentraciones de la
microalga inmovilizada para la de remocion del plomo, mediante el Software estadistico Di Rienzo, J.,
Casanoves, F., Balzarini, M., Gonzalez, L., Tablada, M., & Robledo, C. (2013).

La autora, 2018
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Anexo 8. Ensayo de densidad celular 6ptima para la remocion de plomo, por accion

de diferentes concentraciones de Chlorella sp. y perlas de alginato sin Chlorella sp..

Nota: Se emple6 las condiciones 6ptimas calculadas de tiempo de contacto y pH, a temperatura
ambiente 23 °C, 20 mg/L y 3 concentraciones celulares (0.3x107, 1.6x107, 3x107 células/ mL de
alginato).

Fuente: La autora, 2018
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Anexo 9. Datos estadisticos del porcentaje de bioadsorcion por accion perlas con

Chlorella sp., perlas sin Chlorella sp. y Chlorella sp. sin inmovilizar

Anexo 9. A) Andlisis estadistico de Remocién de plomo (Pb) por accion
perlas con Chlorella sp., perlas sin Chlorella sp. y Chlorella sp. sin

inmovilizar.

An&lisis de la varianza
1

Variable i ] R? R Aj oV
% Remocidn de Po 18 0,90 0,89 7,19

Cuadro de Analisis de la Varianza (S5C tipo III)

F.V. ac gl ©cM F p-valer
Modelo. 5054,16 2 2527,08 TO,50 <0,0001
Tratamiento 5054,16 2 2527,08 70,50 <0, 0001
Error 537,70 15 35,85

Total 5501,86 17

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=8,37871
Error: 35,8466 glr 15

Tratamiesnto Medias n E.E.
%0 Chlorella =in inmoviliz.. La, 52 6 2,44 A
%B de perlas =in Chlorella.. 94,83 6 2,44 B
& B de perlas con Chlerell.. 95,30 6 2,44 B

Medias con una lebtra comln ne son significativamente diferentes (p > 0,05)

Anexo 9. B) Analisis estadistico de Remocion de plomo (Pb) por accién

perlas con Chlorella sp., perlas sin Chlorella sp.

Analisis de la varianza

variable 3| R* R*® By CW
% Remocidén de Fb 12 0,01 0,00 2,76

Cuadre de Andlisis de la Varianza (5C tipe III)

F.V. sC = [ ] F p-valor
Modelo. 0,66 1 0,66 0,10 0,7636
Tratamiento 0,66 1 0,86 0,10 0,7636
Error 68,85 10 6,89
Total 69,51 11

Tast:Tukey Alfa=0,05 DMS=3,37554
Error: 66,8853 gl: 10

Tratamienteo Medias n_ E.E.
%8 de perlas =in Chlorella.. 94,83 6 1,07 A
% R de perlas con Chlorell.. 95,30 & 1,07 A
Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,08)

Fuente: La autora, 2018
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Anexo 10. Efecto de la concentracion de Pb en el porcentaje de remocion por accion

de perlas con Chlorella sp., perlas sin Chlorella sp. y Chlorella sp. sin inmovilizar.

Anexo 10 (A). Datos de remocion obtenidos por accion de perlas con Chlorella

sp.
Concentracion inicial Concentracion Final % de remocion de Pb
(mg/L) (mg/L)
0.000 0.000 0.000
4.700 0.433 90.780
7.500 0.400 94.667
10.800 0.400 96.296
14.400 0.400 97.222
17.200 0.700 95.930
19.400 0.600 96.907

Nota: Se empled 6 concentraciones de metal, pH 5, 143 min y 3x107 células/ mL de alginato.
Fuente: La autora, 2018

Anexo 10 (B). Datos de remocion obtenidos por accion de perlas sin Chlorella sp.

Concentracion inicial Concentracion Final % de remocion de Pb
(mg/L) (mg/L)

0.000 0.000 0.000

4.700 0.500 89.362

7.500 0.300 96.000

10.800 0.600 94.444

14.400 0.600 95.833

17.200 0.700 95.930
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19.400 0.500 97423

Nota: Se emple6 6 concentraciones de metal, pH 5, 143 min.
Fuente: La autora, 2018

Anexo 10 (C). Datos de remocién obtenidos por accion Chlorella sp. sin

inmovilizar.
Concentracion inicial Concentracion Final % de remocion
de Pb
(mg/L) (mg/L)
0.000 0,000 0,000
4.700 0,5 46.809
7.500 0,3 58.667
10.800 0,6 68.827
14.400 0,6 65.278
17.200 0,7 68.411
19.400 0,5 49.141

Nota: Se empleé 6 concentraciones de metal, pH 5,143 min a concentracion de 3x107 células/ mL
de alginato.
Fuente: La autora, 2018
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