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Resumen

Las aguas residuales generadas por procesos industriales ocasionan problemas de
contaminacion en los ecosistemas, debido a la presencia de metales pesados en ellas. Con el
propdsito de tener alternativas para disminuir o eliminar metales como el zinc se realizé en
el presente proyecto un analisis de la adaptabilidad a elevadas concentraciones de zinc y la
capacidad de remocion de este metal utilizando la microalga Chlorella vulgaris. La
determinacion del proceso de adaptacion se realizd sometiendo a la microalga Chlorella
vulgaris a 3 ensayos a concentraciones de zinc cada vez en aumento. El primer ensayo se
llevo a cabo en cuatro reactores con medio BBM (Bold's Basal Medium), 5% de microalgas,
y concentraciones diferentes de zinc: 0, 2, 4, y 8 ppm para cada reactor y en condiciones
adecuadas para su crecimiento. En el ensayo 2 se utilizaron 6 reactores con las mismas
condiciones del ensayo 1 pero a concentraciones diferentes de zinc: 0, 8, 16, 26, 38 y 50 ppm
y usando como biomasa las células provenientes del reactor 2 del primer ensayo. El tercer
ensayo fue realizado a partir de células pre adaptadas del ensayo dos del reactor con 50 ppm
a las mismas condiciones. EIl crecimiento celular en el ensayo 1 tuvo mayor biomasa en
reactores donde se adicion0 2 ppm de zinc, que es la cantidad Optima para su normal
desarrollo alcanzando una concentracion de 8,16 x 107 células.ml, en el ensayo 2 tuvo
mayor crecimiento el reactor 1 con 0 ppm con 1,20 x 10® células.ml, mientras que el reactor
con mayor concentracion de zinc tuvo un crecimiento menor hasta 9,92 x 107 células.ml™.
Para el ensayo 3 se obtuvo una mayor biomasa en el reactor con 50 ppm de zinc alcanzando
una concentracion de hasta 1,30 x 108 células.mIt, mientras que en el reactor con 100 ppm

el crecimiento fue menor hasta 1,75 x 107 células.ml™.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo evidencian que C. vulgaris exhibié una
capacidad de adaptacion a diferentes concentraciones de zinc, cuyos valores pueden estar
presentes en cuerpos de agua superficiales. En el ensayo 4 se determino la capacidad de
remocién de la microalga, utilizando 5 reactores con concentraciones de zinc de 0, 2, 5, 10,
20 ppm respectivamente, en donde se obtuvo una remocién menor para el reactor 2 de 25%
y una remocion mayor para el reactor 5 de 53,72%. La remocion de Zn por Chlorella vulgaris
estuvo en relacion directa con la concentracion del metal. La cantidad de Zn removida en
ambos casos fueron significativamente diferentes. La remocion a concentraciones elevadas
a 20 ppm fue en el dia 3 de 8,23%, en el dia 10 de 28,11% en el dia 15 de 53,72%, esto
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evidencia que hay una correlacion positiva entre la concentracion de células y la remocién

del zinc.

Este trabajo muestra que Chlorella vulgaris puede remover el Zn, por lo que esta microalga
posee el potencial para ser utilizada en técnicas de biorremediacion para la remocién de

metales en efluentes provenientes de aguas residuales.

Palabras-clave: Biorremediacion, Chlorella vulgaris, zinc, adaptacion, remocion.
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Abstract

Wastewater generated by industrial processes causes pollution problems in ecosystems, due
to the presence of heavy metals in it. In order to have alternatives to reduce or eliminate
metals such as zinc, an analysis of the adaptability to high concentrations of zinc and the
removal capacity of this metal was carried out in this project using the microalgae Chlorella
vulgaris. The determination of the adaptation process was carried out by subjecting the
Chlorella vulgaris microalgae to 3 tests at increasingly increasing zinc concentrations. The
first test was carried out in four reactors with BBM medium (Bold's Basal Medium), 5%
microalgae, and different concentrations of zinc: 0, 2, 4, and 8 ppm for each reactor and
under suitable conditions for its growth. In test 2, 6 reactors were used with the same
conditions of test 1 but at different concentrations of zinc: 0, 8, 16, 26, 38 and 50 ppm
respectively and using the cells from reactor 2 of the first test as biomass. The third test was
carried out from pre-adapted cells from test two of the reactor with 50 ppm under the same
conditions. Cell growth in test 1 had higher biomass in reactors where 2 ppm of zinc was
added, which is the optimal amount for normal development, reaching a concentration of
8.16 x 107 cells.mL™, in test 2 it had higher Reactor 1 grew at 0 ppm with 1.20 x 108 cells.mL"
! while the reactor with the highest concentration of zinc had a lower growth to 9.92 x 107
cells.mL™. For test 3, a higher biomass was obtained in the reactor with 50 ppm of zinc,
reaching a concentration of up to 1.30 x 10® cells.mL™, while in the reactor with 100 ppm

the growth was lower up to 1.75 x 107 cells.mL™.

The results obtained in the present work show that C. vulgaris exhibited a capacity to adapt
to different concentrations of zinc, whose values may be present in surface water bodies. In
test 4 the removal capacity of the microalgae was determined, using 5 reactors with zinc
concentrations of 0, 2, 5, 10, 20 ppm respectively, where a lower removal for reactor 2 of
25% and a greater removal for reactor 5 of 53.72%. The removal of Zn by Chlorella vulgaris
was directly related to the metal concentration. The amount of Zn removed in both cases was
significantly different. Removal at concentrations elevated to 20 ppm was 8.23% on day 3,
28.11% on day 10 and 53.72% on day 15, this shows that there is a positive correlation

between the concentration of cells and zinc removal.
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This work shows that Chlorella vulgaris can remove Zn, so this microalgae has the potential
to be used in bioremediation techniques for the removal of metals in effluents from

wastewater.

Keywords: Bioremediation, Chlorella vulgaris, zinc, adaptation, removal.
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1. Introduccion

La contaminacion en el medio ambiente por presencia de metales pesados es un problema
que debe ser abordado con mayor preocupacién por autoridades e investigadores, ya que esta
ocasionando impactos negativos en los ecosistemas. La actividad industrial estd generando
descargas residuales a los cuerpos hidricos influyendo en su calidad, debido al deficiente o
ausente tratamiento de sus aguas residuales. La composicién de las aguas residuales es un
reflejo de los estilos de vida y las tecnologias para la produccion de la sociedad (Garcia,
Arbib, & Perales, 2015). La presencia de metales puede causar perturbaciones en parametros
fisico-quimicos, alteracion de pH, entre otros (Pérez, 2016). Ademas de caracterizarse por
ser persistentes de manera indefinida generando afectaciones en la vida marina y a la salud
humana (Dewi & Nuravivah, 2018).

La utilizaciobn de metales en los procesos industriales ha permitido que grandes
concentraciones de metales pesados potencialmente toxicos sean vertidos en los ambientes
acuaticos. Las fuentes de emision de estos elementos son industrias de azUcar, aceite,
cerveza, textil, celulosa, acabados metalicos, cobre y sus ligaciones, hierro y acero,
galvanizado, curtiembre, industria alimenticia, entre otras, clasificadas como focos

puntuales de contaminacién (Bou et al., 2018).

Las técnicas de tratamiento de las aguas residuales son realizadas con el fin de evitar o
disminuir la contaminacion fisica, quimica y bioldgica en los cuerpos de agua. La
clasificacion de las técnicas de tratamiento de las aguas residuales depende de ciertos
factores y se han clasificado segun el orden de actuacion sobre el agua (Caviedes, Mufioz,
Perdomo, Rodriguez, & Sandoval, 2015).

El pre-tratamiento estd destinado a la preparacion o acondicionamiento de las aguas
residuales, el tratamiento primario tiene como objetivo la remocion por medios fisicos o
mecénicos de una parte sustancial del material sedimentable o flotante, la mayoria de las
plantas de depuracién implementan el tratamiento secundario de sus aguas, ya que luego del
tratamiento primario permanecen niveles elevados de materia organica soluble o suspendida,
junto a otros nutrientes (Rojas, 2013), el tratamiento terciario se ha aplicado a las operaciones
y procesos utilizados para eliminar contaminantes no removidos por el tratamiento primario

0 secundario. Esta etapa tiene como fin la reduccion de iones organicos, los cuales se pueden

14
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eliminar por medios quimicos, fisicos o biologicos (Candela, 2016). El tratamiento
cuaternario consiste en la utilizar la coagulacion quimica y filtracion por carbén activado
para degradar compuestos inorganicos toxicos y organicos refractarios. Y el tratamiento
quinario elimina sales inorganicas, metales pesados y compuestos organicos residuales,

mediante dsmaosis inversa, electrodialisis entre otras (Arellano, 2007).

Con la finalidad de proteger el medio acuatico y mejorar la calidad de las aguas en funcion
de sus principales usos el Ministerio del Ambiente de Portugal ha emitido el Decreto-Lei n°
236/98, de 1 de agosto donde establece normas, criterios y objetivos para realizar una buena
gestién integrada de los recursos hidricos y de preservacién del ambiente. Las cuales
establecen los valores maximos de algunas de las variables como los metales pesados, cuyos

valores permitidos para poder ser descargados son de 5 mg/L (DRE,1998).

Para salvaguardar y preservar los ecosistemas acuaticos el Ministerio del Ambiente del
Ecuador ha establecido instrumentos de control relativo al recurso agua. Segun el Texto
Unificado de legislacion secundaria: Acuerdo N° 97/A Norma de calidad ambiental y de
descarga de efluentes al recurso agua, los limites permisibles de descarga a un cuerpo de

agua en presencia de Zinc es de 5 mg/L (R.O, 2015).

Debido a la falta o deficiente tratamiento de aguas residuales provenientes de operaciones
industriales, se han buscado metodologias alternativas que puedan complementar los
tratamientos tradicionales. En el caso de los metales pesados los tratamientos convencionales
han resultado costosos y en concentraciones no muy altas (10 a 50 ppm) han resultado poco
eficientes, es por ello, que se han buscado implementar sistemas biolégicos que eliminen los

metales pesados de cuerpos de agua a menores costos (Arellano, 2007).

Las microalgas son microorganismos que pueden encontrarse en agua dulce o mar e incluso
en suelos empozados, y juegan un papel importante en la cadena alimenticia en las aguas
como productores (Gomez, 2007). Presentan un gran potencial como agente de
biorremediacion, ya que han desarrollado diversas estrategias para degradar o acumular
metales pesados haciendo de esta manera que el efecto toxico disminuya o desaparezca por

completo (Dewi & Nuravivah, 2018).

Debido a que las microalgas presentan carga superficial negativa poseen una alta afinidad
por los iones de metales pesados del medio, el resultado es la formacion de complejos
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quelados que pueden quedar en el exterior de la pared celular o en compartimentos

especificos en el interior de la célula (Hernandez & Labbé, 2014).

Las microalgas presentan una buena capacidad de adaptacién y tolerancia siendo
consideradas como bhioacumuladores eficientes de metales, ofreciendo una alternativa de

complementariedad para los tratamientos convencionales (Cafiizares, 2000).

Para que las microalgas puedan alcanzar su potencial méximo de desarrollo es necesario
tener en cuenta ciertos parametros como nutrientes, temperatura, luz, potencial de hidrégeno,
CO,, cuyos fatores son determinantes para la productividad y crecimiento, en consecuencia

buenas condiciones para remocién de metales (Mejia, 2006).

En el presente estudio se utiliz6 la microalga Chlorella vulgaris, ya que presenta crecimiento
rapido, alto poder fotosintético, facil adaptabilidad y bajo costo, resultando una buena
alternativa para la obtencion de biomasa, nutrientes, e captacion de iones metalicos (Pedro
Rodriguez et al., 2016).
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Hipdtesis

Con la utilizacién de las microalgas, se puede remover grandes concentraciones del metal
zinc, similares a las encontradas en los efluentes provenientes de aguas residuales

industriales.

Al ser expuestas las microalgas a diferentes concentraciones del Zinc estas pueden adaptarse,

teniendo un 6ptimo crecimiento.

Objetivo General

El objetivo de la presente investigacion es evaluar la capacidad de remocién y adaptacion
que puede presentar la microalga Chlorella vulgaris en presencia de diferentes

concentraciones de zinc.

Objetivos Especificos

e Cultivar y obtener biomasa de la microalga Chlorella vulgaris.

e Caracterizar el crecimiento de las microalgas y su tolerancia, al ser mantenidas a

diferentes concentraciones del metal estudiado.
e Determinar si la microalga puede adaptarse a concentraciones elevadas de Zn.

e Evaluar el porcentaje de remocién del metal pesado de las microalgas.
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2.Marco Teorico

2.1. Metales Pesados

2.1.1. Caracteristicas

Los problemas a nivel mundial a los cuales se enfrenta la humanidad actualmente es el
creciente deterioro ambiental, causando perdida en la calidad del medio ambiente que esta
aumentando a gran velocidad, debido a las actividades antropogénicas. Las operaciones
industriales generan descargas masivas, que puede abatir la capacidad de autolimpieza de
los ecosistemas receptores y como resultado la acumulacion de metales pesados a niveles

problematicos y hasta perjudiciales (Cafiizares, 2000).

Los metales pesados componen un grupo de cerca de 40 elementos de la Tabla periddica,
(Valdés, 2009) los que presentan una densidad entre 4-7 g/cm?® y pertenecen al grupo de
contaminantes que tienden a bioacumularse y biomagnificarse, es decir que perduran en el
ambiente debido a su resistencia a la degradacién quimica o biolégica (Arenas & Lozada,
2016)

Algunos iones metalicos como Na*, K*, Mg?*, Ca?*, Mn?*, Fe?*, Co?", Ni?*, Cu?*, Zn*"y
Mo**, son importantes en el desempefio fisioldgico para el desarrollo de las funciones vitales
de los organismos. Siendo divididas en tres categorias, el grupo de metales de categoria 1)
son esenciales y basicamente no toxicos entre los cuales tenemos Na*, K*, Mg?* y Ca?*, una
segunda categoria que también son esenciales, pero perjudiciales a concentraciones elevadas
como Mn?*, Fe?*, Co?", Ni?*, Cu?*, Zn** y Mo™ y una tercera categoria la cual envuelve el
grupo de metales que no son esenciales y son toxicos Cré*, Cd?*, Hg?*, Pb?*, estos elementos
del grupo tres no cumplen funciones bioldgicas en las células y presentan un mayor poder

contaminante al ecosistema en general (Valdés, 2009).

2.1.2. Contaminacién por Metales Pesados

El término contaminacion se refiere al aumento descontrolado de agentes toxicos, que en
concentraciones elevadas pueden tener un efecto perjudicial sobre las propiedades fisicas,
quimicas o bioldgicas ya sea en el aire, tierra 0 agua, que afecta directamente a la vida

humana o de las especies necesarias para la conservacion del ambiente. La contaminacion
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puede ser de origen natural, sin embargo, en la mayoria de los casos tiene relacion con la
actividad humana, especialmente en las industrias que cada vez estan aumentando. Algunos
compuestos toxicos pueden ser biodegradados pelos organismos vivos mientras que otros no

persistiendo en el medio ambiente (Perenguez & Valdez, 2017).

Hay algunos metales pesados que son esenciales para la salud humana, pero una cantidad
excesiva de estos metales puede tener efectos nocivos. Los metales pesados son liberados al
medio ambiente de dos maneras, por procesos naturales y por actividades antropogénicas
(\Valdés, 2009).

Los metales pesados resultantes de la actividad industrial son los principales causantes de la
contaminacion. Las aguas residuales domésticas y agricolas que no tuvieron un tratamiento
adecuado también son generadoras de residuos perjudiciales para el medio ambiente
(Chowdhury, Mazumder, Al-Attas, & Husain, 2016).

Los sedimentos son un reservorio final de varios contaminantes en el ecosistema marino, la
presencia de varios elementos quimicos nocivos, ejercen profundas consecuencias sobre la
toxicidad para las especies en el medio ambiente, causando mayor preocupacion. Varios
estudios han reportado contaminacion por metales pesados en aguas de los ambientes
costeros mundiales (Aslam et al., 2020; Lopez, 2017; Gonzélez, 2006).

Con relacion a los microorganismos los dafios que pueden generar los metales son en la
alteracion o desnaturalizacion de proteinas causando en algunas ocasiones efectos letales en
los mismos. En el caso de las plantas causan alteraciones en la permeabilidad de la membrana
celular y contribuyen a la inhibicion de la fotosintesis, diminucion en el consumo de agua y

nutrientes, ocasionando posible muerte celular (Valdés, 2009).

2.1.3. Zinc (Zn)

El Zinc es un elemento esencial en la activacion de enzimas en los organismos Vvivos, pero
presenta efectos toxicos a niveles elevados, en los humanos puede producir anemia,
problemas en la piel, tlceras en el sistema digestivo, alteraciones en el sistema respiratorio
y su acumulacién puede presentar accion cancerigena y otras enfermedades degenerativas e
inducir mutaciones genéticas, afectando asi su descendencia. En los animales como en
algunas especies de peces puede provocar efectos adversos en su morfologia (Perenguez &
Valdez, 2017).
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El Zinc es de uso extensivo en la industria, como el galvanizado, la fabricacién de acero,
aleaciones, pigmentos, plasticos, procesos de refinacion entre otros (Plaza, 2012). En el
anexo 1 podemos encontrar las principales actividades industriales que generan Zinc
(Caviedes et al., 2015).

Las aplicaciones en las tecnologias establecidas han causado contaminacion en los cuerpos
de agua y la incorporacion en los sedimentos, el cual puede aumentar su biodisponibilidad y
asi incidir en los efectos cancerigenos que puede ocasionar en los humanos. Esto hace que
este metal esté clasificado como prioritario para el tratamiento de biorremediacién como

también su agotamiento en las reservas. (Valdés, 2009).

2.2.Estrategias para la remocion de metales pesados

Los avances tecnoldgicos para combatir la contaminacion por metales pesados en aguas
residuales consisten en el uso estrategias y en el mejoramiento de estos procesos para el

tratamiento de residuos particulares (Cafizares, 2000).

Existen metodologias convencionales que son utilizadas con el fin de tratar aguas residuales
que presentan metales pesados estas son: intercambio idnico, precipitacion, filtracion,
oxidacion, reduccion, tecnologias de membrana, recuperacion por evaporacion y tratamiento
electroquimico. Mismo asi que estos métodos tengan resultados aceptables tiene un elevado
costo y pueden resultar ineficientes cuando los metales pesados presentan una concentracion
muy baja, y en ciertas ocasiones conllevan a una contaminacion secundaria (Cafiizares,
2000). Ademas, el producto final es un lodo con alta concentracion de metales lo que
dificulta su eliminacion. Las tecnologias convencionales para el tratamiento de efluentes no
son econdmicamente viables para las industrias de pequefia escala en desarrollo (Kumar et
al., 2016).

El uso de sistemas biol6gicos en los ultimos afios como tratamientos complementarios a los
tradicionales, ha ocupado un papel importante en tratamientos de aguas residuales, gracias a
su capacidad para capturar metales pesados. Los microorganismos y sus productos pueden
ser bioacumuladores muy eficientes de metales solubles y particulados, especialmente a
partir de concentraciones externas diluidas, por esto las tecnologias basadas en los
microorganismos ofrecen una buena alternativa ademas de ayudar a las técnicas
convencionales para la eliminacion/recuperacidn de metales, teniendo potencial para hacerlo

mas eficiente y a menor costo (Cafizares, 2000).
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La utilizaciéon de los microorganismos ofrece una opcidon rentable y beneficiosa,
especialmente para tratar volumenes de soluciones acuosas mayores con bajas
concentraciones de estos elementos (Valdés, 2009). Las microalgas, al igual que otros
organismos eucariotas fotosintéticos y algunos hongos han desarrollado la produccion de

péptidos capaces de inmovilizar estos metales (Torres et al., 2017).

2.2.1. Biorremediacion

Existen diferentes definiciones sobre el término biorremediacion, dependiendo de la
sustancia contaminante, del ecosistema a remediar y del agente que va a ser de remediador.
Todas tiene en comun el uso de sistemas bioldgicos, procesos metabdlicos y caracteristicas
estructurales que permiten la eliminacion de contaminantes quimicos. La biorremediacion
es un proceso de catalisis bioldgica de manera controlada, la que tiene como objetivo
remediar o eliminar la contaminacion ambiental. Se utiliza para disminuir los elementos
toxicos que se encuentran presentes en aguas superficiales, aguas residuales, urbanas e
industriales, lodos de refinerias de petrdleo y suelos. Existen algunas técnicas para realizar
la biorremediacion como por ejemplo tratamiento in-situ, landfarming, compostaje y
biorreactores. Los principales procesos y los mas importantes de biorremediacion dependen
del agente bioldgico como son fitorremediacion, biorremediacion animal y biorremediacion

por microorganismos (Mejia, 2006).

2.3. Microalgas

2.3.1. Generalidades

Las microalgas son organismos microscopicos fotosintéticos que pueden crecer en
ambientes de agua salada o dulce, en casi todas las condiciones medioambientales. (Mayorga
& Manso, 2017). Se ha estimado que aproximadamente existen 50 000 especies de

microalgas, de las cuales solo 30 000 han sido estudiadas y analizadas (Nufiez, 2017).

Su ciclo de crecimiento es rapido, ya que son microorganismos autotrofos y por la
fotosintesis, transforman la energia solar en energia quimica, su reproduccion es asexual
division de una sola célula o fragmentacion de una colonia. La productividad de las
microalgas se encuentra determinada por parametros como, la luz, los nutrientes, la

temperatura, el pH y la salinidad (Lépez, 2017).
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2.3.2. Cinética de crecimiento

El crecimiento de una poblacidn que se encuentra limitada por recursos esta relacionado con
su tasa de reproduccion, los microorganismos generalmente se dividen una vez han doblado
su tamafio celular. Por lo tanto, la limitacidn en el crecimiento se puede estudiar midiendo

el incremento en el nimero de individuos (Lampert & Sommer, 2007).

Las fases de crecimiento de las microalgas describen la forma en la cual cambian la
concentracion celular, la biomasa y la composicién bioguimica de las microalgas. El
crecimiento poblacional de las microalgas se puede dividir basicamente en seis fases: 1) de
adaptacion, 2) de aceleramiento, 3) de crecimiento exponencial, 4) de desaceleracion o

crecimiento lento, 5) de crecimiento estacionario y 6) de muerte figura 1.

En la fase de adaptacion o de latencia es la fase en la que la cultura se adapta a condiciones
diferentes de lo habitual. En la fase de aceleramiento se incrementa la sintesis de
componentes celulares estructurales, que lleva a la division celular, aumentando su tasa de
crecimiento. En la fase exponencial, la multiplicacion celular es la méxima y, ante la
ausencia de factores limitantes, la tasa de crecimiento se mantiene constante. En la fase de
desaceleracion se puede evidenciar que algunos factores estan limitando el crecimiento y en
consecuencia el numero de divisiones celulares disminuye, por lo que la tasa de crecimiento
decrece. Durante la fase estacionaria, las condiciones del cultivo son limitantes, las tasas de
crecimiento y de mortalidad se equilibran permaneciendo relativamente constantes. En la
Gltima fase, la fase de muerte, la limitacion de nutrientes, sumada al incremento de desechos
metabdlicos y a la proliferacion de bacterias, ocasiona la muerte o lisis celular, por lo que la
mortalidad es superior al crecimiento, la concentracion celular disminuye, se registra una

disminucion de la biomasa y la tasa de crecimiento es negativa (Vega & Voltolina, 2007).

exponencal

desaceleracion

In x

estacionara
aceleramiento

muerte

Tiempo

Figura 1 Curva de crecimiento tipica por fases para una poblacion de microalgas. (O. Gonzélez, 2014)
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2.3.3. Tipos de cultivo

Las microalgas pueden ser producidas por diversos métodos como el cultivo batch,
semicontinuo y continuo. El tipo batch consiste en una Unica inoculacion de las células en
un contenedor con medio de cultivo por un periodo de crecimiento y finalmente cosechado.
El semicontinuo se refiere al uso de cultivos en tanques por cosechas periddicas parciales,
seguido inmediatamente llenado al volumen original de enriquecimiento. Por otra parte, el
cultivo continuo consiste en suministrar medio enriquecido constantemente en una camara
de crecimiento y el exceso de cultivo se extrae de forma simultdnea permitiendo que el factor
de dilucion iguale a la velocidad de crecimiento, permitiendo el mantenimiento de culturas

muy cerca de la maxima velocidad de crecimiento (Mayorga & Manso, 2017).

2.3.4. Usos

Actualmente existe un creciente interés en la produccion de microalgas debido a los
productos que pueden ser obtenidos a partir de estas, como proteinas, lipidos, carbohidratos,
carotenoides y cosméticos, son fuentes comerciales de quimicos de alto valor como beta —
caroteno, astaxantina y extractos de algas. Las microalgas tienen un valor nutricional, son
consumidas como complemento alimenticio (Chlorella vulgaris y Spirulina platensis), sus
productos también son utilizados para diferentes propdsitos como productos farmacéuticos,
colorantes, aditivos alimenticios y suplementos nutricionales y alimentos para animales. Las
especies de microalgas destinadas para el consumo humano, ha tenido una gran produccion,
es asi que en el 2003 se registrd una produccién de Chlorella con gran valor nutricional y
alto contenido proteico, ademas de contener un gran valor medicinal como la proteccion
contra la insuficiencia renal, fueron comercializadas en pastillas y polvo como suplementos

alimenticios generalmente en mercados de alimentos saludables (Mayorga & Manso, 2017).

Otro uso es como alimento para la acuicultura, ya que posee grandes cantidades de
carbohidratos, proteinas dtiles, lipidos y antioxidantes, convirtiéndolo en un alimento
esencial en la cria de todas las etapas de especies marinas. En los paises agricolas, la biomasa
de algas es utilizada para la inoculacion del suelo con el fin de aumentar la productividad de

los cultivos (Nufiez, 2017).

En las dltimas dos décadas, el interés en estos organismos microscopicos aumento, la
implementacion de los microorganismos a nuevas aplicaciones cada vez en desarrollo,

destinados a la produccién de biocombustibles debido al agotamiento de las reservas de
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combustibles fosiles y la gran preocupacion por el calentamiento global. Estos escenarios
dramaticos estan obligando al mundo a investigar nuevas estrategias globales para mitigar
las emisiones de CO», proponiendo recursos alternativos renovables e investigaciones de
biocombustibles de tercera generacion. Las microalgas en la actualidad son consideradas un
recurso energético sostenible promisor, debido a la capacidad que tiene para acumular
grandes cantidades de lipidos que son utilizados para la produccion de biodiesel, el cual se
comporta de manera semejante al combustible de petrdleo (Safi, Zebib, Merah, Pontalier, &
Vaca-Garcia, 2014).

Una aplicacion importante de las microalgas es en el tratamiento de aguas residuales, ya que
en el afio de 1940 los primeros estudios fueron relatados sobre la posibilidad de utilizar a las
microalgas como organismos purificadores de las aguas residuales, debido al
aprovechamiento de los nutrientes inorganicos contenidos en esas aguas, para favorecer el
crecimiento de las microalgas, operando como medio de cultivo. Posteriormente fue
desencadenando el desarrollo de la produccion en masa de microalgas en sistemas cerrados

y abiertos con diferentes finalidades (M. Gonzalez, 2006).

2.3.5. Parametros para el cultivo de microalgas

Las microalgas tienen factores comunes influyentes en su crecimiento, sin embargo, cada
especie y subespecie de microalgas presentan caracteristicas propias respecto a las
condiciones Optimas para su crecimiento, asi como también su productividad méxima
alcanzada en un cultivo. La productividad de las microalgas esta determinada por parametros
como el tipo de intensidad de luz, densidad celular del cultivo, el pH del medio, salinidad,
disponibilidad y concentracion de nutrientes, temperatura y la contaminacion o depredacion
que se puede presentar por otros organismos. En fase exponencial algunas especies pueden

duplicar su biomasa en tiempos muy cortos como en 3,5 horas (Brennan & Owende, 2010).

a) Estado de la biomasa

Es importante tener en cuenta que usar las células en estado metabdlico determinado, estara
en dependencia de la informacion genética que tenga la especie para manifestar un tipo u

otro mecanismo de captura (Tantte, 2018).
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b) Luz

La disponibilidad de luz es el principal factor limitante de los cultivos de microalgas
fotoautdtrofas. Los nutrientes inorgénicos y el CO2 pueden ser incorporados al medio de
cultivo en exceso, de manera que nunca sean limitantes al crecimiento. Por lo contrario, la
luz es un pardmetro de gran importancia y tiene que ser proveido al cultivo de forma

continua, ya que la energia radiante no puede ser acumulada (Tantte, 2018).

Los organismos fotosintéticos solo utilizan la fraccion de luz que es fotosintéticamente
activa, es decir entre 350 e 700 nm, lo que supone un 40 % de la energia solar. La mayor
parte de los ecosistemas naturales vegetales presentan una eficiencia de conversion de
energia luminica en energia quimica de alrededor de 1 %, sim embrago, en el caso de las
microalgas se han demostrado eficiencia de conversion entre 1-4% en sistemas abiertos y

aun mayores en fotobiorreactores cerrados (Stephens et al., 2010).
¢) Nutrientes

Los nutrientes inorganicos se los puede dividir en macronutrientes, requeridos en grandes
cantidades y micronutrientes, requeridos en concentraciones muy bajas. Los macronutrientes
(incluye compuestos de nitrdgeno, fésforo, y azufre) son componentes fundamentales de
macromoléculas y juegan un papel fundamental en la estructura celular. Los micronutrientes

tienen un papel metabdlico especifico en la fisiologia de las microalgas (Gonzalez, 2010).

Segun Tantte (2018) las microalgas se pueden clasificar por la utilizacion de los nutrientes
en autotréficas, heterotroficas y mixotroficas. Las microalgas autotroficas pueden utilizar
como fuente de carbon el CO. presente en la atmosfera o en gases de escape, asi como

también los iones bicarbonato mediante la enzima anhidrasa carbdnica.

El nitrogeno es un macronutriente esencial para o crecimiento das microalgas. Estas pueden
capturar nitrogeno del medio generalmente en forma de urea, nitrato, nitrito, amonio,
nitrégeno gaseoso y oOxidos de nitrogeno. El fésforo es capturado del medio en forma de
ortofosfato, cuya concentracion en equilibrio con las formas de proton dependen del pH del
medio. Factores como un pH excesivamente mayor o menor, o la ausencia de iones como
potasio, sodio 0 manganeso, ralentizan la captura de fosfatos por parte de las microalgas
(Tantte, 2018).
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La ley del minimo desarrollada por Liebig establece que el crecimiento es limitado por aquel
nutriente cuya concentracion esté cerca al minimo nivel requerido. Es decir, cuando la
concentracion del nutriente limitante se incrementa, aumenta el crecimiento hasta que otro
nutriente llega a ser limitante. EI modelo de Droop asume que la tasa de crecimiento
microalgal es una funcion de las reservas intracelulares del nutriente limitante: cuando esta
disponible, la abundancia del nutriente determina su tasa de asimilacion y su
almacenamiento intracelular. Si hay reproduccién continua, la cantidad de recurso contenido
en cada organismo disminuye. Esta reduccién conlleva a una disminucion en la tasa de
crecimiento hasta que alcanza su valor minimo, momento en el cual no puede haber mas

crecimiento (fase estacionaria) (Gonzalez, 2010).
d) pH

Cada especie de microalgas tiene un rango de pH en el cual su crecimiento es éptimo,
dependiendo de que especie quimica este mas habituada a asimilar. El pH en la mayoria de
los cultivos de microalgas se encuentra entre 7 y 9, con un éptimo entre 8,2-8,7. Por encima
0 debajo de este valor, puede presentar un descenso en su productividad afectando al
crecimiento algal y a la capacidad de remocidn de contaminantes en sistemas de tratamientos
de aguas (Hernandez & Labbé, 2014).

El proceso fotosintético de fijacion de CO. provoca un aumento gradual del pH en el medio,
debido a la acumulacion de OH', lo que puede promover la eliminacion de nitrégeno en
forma de amoniaco a la atmosfera, y la eliminacion del fosforo por precipitacion de
ortofosfatos. El control de pH se consigue mediante la aireacion o inyeccion controlada de

CO», aunque también mediante la adicion de &cidos o bases (Cartagena & Malo, 2017).

Con el aumento de pH de la solucién del metal los sitios activos sobre la pared celular se
desprotonan y aumenta la carga negativa con un consecuente incremento de la ligacion de
los metales a los grupos funcionales de las biomasas microbianas, producto de una
intensificacion de las fuerzas electrostaticas involucradas en el proceso de adsorcién (Bou et
al., 2018). El descenso de pH puede ser letal para el crecimiento microalgal, pero a un

aumento de pH este crecimiento si puede darse (Cartagena & Malo, 2017).

Una vez que se realiza el proceso de biorremediacion, se tiene la opcion de recuperar la
biomasa viva e introducirla en un nuevo ciclo de biorremediacion, se puede utilizar quimicos

suaves para bajar el pH y retirar los metales, sin destruir las células (Mejia, 2006).
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e) Aireacion

La aireacion es importante para evitar la sedimentacion de microorganismos, asegurando
que todas las células de la poblacion se encuentren expuestas a la luz y nutrientes, asi como
también la importancia del intercambio de gases entre el aire y el medio de cultivo (Tipan,
2015). La agitacion facilita la eficiencia en el transporte, impidiendo la sedimentacion de las
algas y su adherencia a las paredes del reactor, homogeniza el pH y garantiza la distribucién
de los gases y de la luz (Tantte, 2018). EI movimiento del agua para algunas especies de
algas perifiticas es de gran importancia, ya que puede mejorar significativamente la
asimilacion de nutrientes. EI mecanismo para este fendmeno se basa en que el movimiento
del agua disminuye la capa laminar alrededor del alga, aumentando de esta forma la difusién

de nutrientes (Gonzalez, 2010).

El nivel de oxigeno disuelto es un parametro que debe ser controlado en un cultivo de
microalgas, ya que altas concentraciones de oxigeno disuelto pueden inhibir la fijacion de
carbono por parte de la enzima ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa/oxigenasa comunmente
Illamada RuBisCo. Esta inhibicién se ve favorecida por un déficit de CO, y por la alta

radiacion y temperatura (Tantte, 2018).

f) Temperatura

En el crecimiento de las microalgas, la temperatura es un factor por considerar, ya que
influye en los coeficientes de velocidad de las reacciones biosintéticas. La relacion entre
temperatura y velocidad de crecimiento aumenta exponencialmente hasta alcanzar una
temperatura dptima. Las microalgas tienen la capacidad de desarrollarse en un rango amplio
de temperaturas, un ejemplo es la especie de Chorella que puede crecer en un rango de
temperatura de 5 a 42 °C, y fuera de estos valores se pueden inhibir o incluso morir (Bou et
al., 2018).

2.3.6. Chlorella

El nombre Chlorella proviene de la palabra griega chloros, que significa verde, y el subfijo
latino ella que se refiere a su tamafio microscépico. Es una microalga unicelular que crece
en agua dulce y esta presente en la Tierra desde el periodo anterior al Cambrico hace 2 500
millones de afios y desde entonces su integridad genética se mantiene constante. Al principio

de 1900, el contenido de proteinas de Chlorella (fue de aproximadamente 55 % de peso seco)
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llamé la atencién de los cientificos alemanes como una fuente de alimento no convencional.
La Carnegie Institution de Washington en la década de 1950 asumio la investigacion y

consiguio cultivar esta microalga a gran escala para diminucion del CO; (Safi et al., 2014).

El género Chlorella pertenece a las microalgas bastante frecuentes, estos microorganismos
tienen la capacidad de crecer en diferentes tipos de trofia y pueden tolerar ambientes hostiles
en términos de temperatura, deficiencia de nutrientes, pH y salinidad. Estas microalgas
tienen varios usos lo que ha despertado gran interés por parte de las industrias (Torres et al.,
2017).

2.3.7. Caracterizacion de la microalga Chlorella vulgaris

La C. vulgaris es una microalga unicelular con mancha ocular y vacuolas contractiles, figura
2. Es una alga de la clase Chlorophyceae, unicelular y no movil. Posee un unico cloroplasto
semejante a una forma de taza, con o sin pirenoide y un unico nucleo de tamafio pequefio.
Su forma de reproduccidn es asexual, en la que cada célula haploide se divide mitéticamente
dos o tres veces para dar origen a cuatro u ocho células no moviles. La organizacion celular

en estas microalgas es en colonias, forman un agregado celular (Silva, 2006).

Fue descubierta por los japoneses usandolas como complemento alimenticio, debido a su
alta concentracion de vitaminas, acido nitrico, folico, clorofila a y b, sales minerales entre
otros. Los primeros estudios investigativos fueron realizados en la segunda Guerra Mundial
por los alemanes y norteamericanos con el fin de utilizar la especie como un complemento

alimenticio para ser consumidos en el campo de batalla (Silva, 2006).

Debido a la capacidad que tienen las microalgas para realizar la fotosintesis y posicionandose
como productoras primarias en las cadenas tréficas, se han convertido en organismos ideales
para acumular metales. Algunas plantas y otros organismos como las algas que son
fototrdficas tienen fuerte afinidad con los metales polivalentes, por proceso de biosorcion.
Esta afinidad es debido béasicamente a dos hechos, la primera es a la necesidad de esa
presencia en locales activos de enzimas esenciales que son complejas en las vias
metabdlicas, y un segundo hecho referente a los procesos de biosorcién (interaccion fisico-
quimica en todas las células/nivel membrana) y bioacumulacion (actividad intracelular)
(Silva, 2006).
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Figura 2 Células de Chlorella vulgaris

2.3.8. Morfologia

El género Chlorella agrupa a las algas verdes unicelulares, eucariotas que viven en medios
marinos, agua dulce e incluso en suelos encharcados. Figura 3 Tienen forma esférica, ovoide
o elipsoide, la reproduccion es asexual, sus mediciones son de 2-10 um de didmetro, y tienen
varios elementos estructurales semejantes a las plantas (Safi et al., 2014).

Cuando sus células alcanzan su tamafio maximo, el ndcleo se divide en cuatro u ocho partes
y en el interior de la célula madre se forma de cuatro a ocho células méas pequefas idénticas
a la célula madre que son liberadas por eclosion, transformandose entonces en células
maduras al crecer (Rodriguez, 2014).

e Pared celular

Sirve de proteccion contra los invasores y el medio ambiente, su rigidez preserva la
integridad de la célula, tiene una variacion lo que depende de la fase de crecimiento, en su
formacion temprana, permanece fragil, formando una capa unilaminar de 2 um de espesor.
La pared celular de la célula hija aumenta gradualmente en grosor hasta llegar a 17-21 um
después de la maduracion, donde una capa de microfibrilla se forma representando una capa
de quitosano compuesta de glucosamina, la que es responsable de su rigidez. En la fase
madura, el espesor de la pared celular y la composicion no son constantes porque pueden

cambiar segun el crecimiento y las condiciones ambientales (Safi et al., 2014).
e Citoplasma

Comprende la sustancia gelificada confinada dentro de la barrera de la membrana celular y

estd compuesta de agua, proteinas solubles y minerales. C. vulgaris tiene en su interior
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organulos como mitocondria, un pequefio nucleo, vacuolas, aparato de Golgi y cloroplastos
(Safi et al., 2014).

e Mitocondria

Cada mitocondria contiene cierta cantidad de material genético, el aparato respiratorio y una
membrana de capa doble, el exterior de la membrana rodea todo el organulo y esta
compuesto de proteinas y fosfolipidos en igual cantidad. Sin embargo, en el interior de la
membrana estd compuesta de tres veces mas proteinas que fosfolipidos, el cual rodea el

espacio interno llamado matriz, el que contiene la mayoria de proteinas (Rodriguez, 2014).
e Cloroplastos

Esta microalga solo tiene un cloroplasto con una membrana de doble envoltura compuesta
de fosfolipidos, el exterior de la membrana es permeable para metabolitos e iones, pero el
interior de la membrana tiene una funcién mas especifica en el transporte de proteinas. Los
granulos de almidén, compuestos de amilasa y amilo-pectina, pueden formarse en el interior
del cloroplasto, especialmente en condiciones de crecimiento desfavorable (Safi et al., 2014,
Tantte, 2018).

Contiene pigmentos verdes fotosintéticos como la clorofila -a e -b en su cloroplasto. La
fotosintesis hace que la multiplicacién celular sea rapida, requiriendo solo diéxido de

carbono, agua, luz solar y pequefias cantidades de minerales (Rodriguez, 2014).

Cloroplasto

Cloroplasto envolvente

Clorofila y
carotencides

Mitocondria e
\
Cioplasma 3 s Pared
\ ({‘ F P celular
Gotas de_——" A . ——Aimidén
fipido A

Vacuola

Aparata de Golgi ' o Tiacoldes
NuCk

Figura 3 Morfologia de Chlorella. Adaptado de Tantte, 2018
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2.3.9. Adaptacion y tolerancia de microalgas en presencia de metales pesados

La adaptacion es la capacidad que presentan las microalgas para sobrevivir y reproducirse
en habitats contaminados con metales, pueden ser adaptaciones genéticas o morfoldgicas,
haciendo mas tolerantes algunos géneros de microalgas a un metal especifico (M. Gonzalez,
2006).

La propiedad de persistencia y acumulacion de los metales genera que algunas especies
fotosintéticas sean sensibles, mientras que en otras se induzcan respuestas de
bioacumulacién, adaptacion y resistencia En general, los niveles elevados de metales
inducen al estrées de las células, las que realizan mecanismos para mantener las
concentraciones de iones metalicos libres en niveles que no superen las necesidades celulares
se incluyen: (1) union en la pared celular , (2) cambios en la permeabilidad de iones, (3)
exclusion activa (ej. sistemas de eflujo), (4) biotransformacion, (5) quelacion extra e
intracelular, y (6) compartimentacion del metal. A partir de estos antecedentes, se ha
propuesto que la capacidad de los metales de acumularse en las células microalgales por
exposiciones continuas del contaminante metalico, daria lugar a mecanismos de resistencia
a través de procesos adaptativos fisioldgicos estimulados por cambios en la expresion

genética y estructural (Téllez, 2018).

2.3.10. Remocion de metales pesados con microalgas

La biorremediacion de sistemas contaminados con metales pesados por microorganismos
favorece la movilizacién o inmovilizacion de estos contaminantes. Los procesos resultan ser
poco costosos y simples en su aplicacion, en comparacion de los métodos quimicos y fisicos.
(\Valdeés, 2009).

En las descargas de efluentes provenientes de las operaciones industriales y domésticas, se
encuentran principalmente altas concentraciones de materia organica y residuos inorganicos,
los que podemos mencionar los metales pesados que son altamente toxicos, causantes de
alteraciones en seres vivos. La biorremediacion de estos metales es posible mediante la
aplicacion de cultivo de microalgas, siendo de gran importancia debido a su mecanismo de
adaptacion y tolerancia, siendo los responsables de realizar procesos de adsorcion, absorcion
y desorcion. Los géneros de microalgas que demuestran una mayor capacidad de remocion
para los metales (Cd, Zn, Cu Ag, Hg, Ni y Cr) son Chlorella y Scenedesmus (M. Gonzélez,
2006).
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Las microalgas presentan un papel fundamental como agentes biorremediadores en los
procesos de depuracion mejorando la calidad de los vertidos de las aguas, produciendo gran
cantidad de oxigeno y consumiendo para ello CO; y nutrientes, alcanzando
aproximadamente una concentracion de hasta 20 mg. L™ de oxigeno en el cultivo (Amaral,

2016).

El objetivo fundamental de la aplicacion de microalgas para el tratamiento de aguas
residuales es la utilizacion y la biotransformacién de los nutrientes a biomasa. Ademas, de
la remocidén de amonio, nitritos, nitratos y fosfatos, entre otros, ocurre el aumento de pH lo
que favorece a la precipitacion de los fosfatos, la oxigenacion del agua, la recuperacion de

0>, reduccion de organismos patdgenos, son los mas comunes (Ramos & Pizarro, 2018).

En la remocion de metales pesados las microalgas son consideradas las mas promisoras, por
su facil obtencion, su adaptacion en medios de cultivos variados y su bajo costo. Estos
microorganismos acumulan metales esenciales intracelularmente como requerimientos
nutricionales por transporte activo y pueden secuestrar iones metalicos que les resultan
toxicos por diferentes mecanismos como la quelacion intracelular por proteinas y la
adsorcion a grupos activos de la superficie celular, em respuesta a un proceso de
detoxificacion (Valdés, 2009). La pared celular estd compuesta principalmente por
polisacaridos, proteinas y lipidos, los que portan grupos funcionales tales como carboxilos,
hidroxilo, amino, sulfuros y fosfatos que le confieren una carga negativa a la superficie

celular y sitios de alta afinidad a los cationes metalicos (Bou et al., 2018).

La microalga C. vulgaris ha demostrado que es capaz de absorber y acumular grandes
cantidades de iones metalicos, generalmente ocurre en dos etapas:

(1) Adsorcion generalmente llamada biosorcidn, ha emergido como alternativa a los
métodos convencionales al emplear sistemas bioldgicos para remover y recuperar sustancias
contaminantes del ambiente, lo que incluye dentro del concepto de biorremediacion (Bou et
al., 2018). Es un proceso independente del metabolismo, y es mas rapido y reversible. Sus
mecanismos se basan con frecuencia en interacciones fisicoquimicas entre iones metalicos
y grupos funcionales (OH", SH-, COO", POs*, NO2, NH_) presentes en la superficie celular,
Figura 4 (Téllez, 2018). Un factor importante es la composicion de la pared celular de la
microalga debido a que posee una mezcla compleja de azucares, glucosamina, proteinas y
acido uronico (Silva, 2006). El proceso tiene la capacidad para captar metales, sean estos de

forma soluble e insoluble, a través de mecanismos fisicoquimicos tales como, el intercambio
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iénico, la formacion de complejos, la micro precipitacion, entre otros. En estos mecanismos,
la pared celular constituye el principal lugar de captura o enlace de los iones (Kadukova,
2016).

(2) Bioacumulacion es un proceso complejo tipico de las células vivas que depende de una
variedad de mecanismos fisicos, quimicos y bioldgicos. mucho mas lento, irreversible, que
implica el transporte activo de cationes metélicos a través de la membrana celular en el
citoplasma, con la posterior union a biomoléculas intracelulares. En una definicién estrecha,
es un proceso de acumulacién intracelular de metales que depende del metabolismo celular.
Si bien la adsorcion es un proceso rapido independiente de la presencia de nutrientes
especificos, la bioacumulacion es lenta y depende de los nutrientes y puede ser inhibida por
inhibidores metabdlicos como la baja temperatura y la falta de fuentes de energia (luz). Para
distinguir entre los dos procesos, la bioacumulacion a menudo se usa para describir el
proceso que involucra a células vivas (independientemente del mecanismo), y biomasa
muerta mayormente tiene la capacidad de biosorcion debido a la incapacidad de las células
muertas de desintoxicar el metal por transporte activo hacia el interior de la célula.
(Kadukova, 2016).

O Protones H+
L lon metalico

. Grupo de union
(OH, SH-, COO, PO#, NO;, NH;)

PARED
CELULAR

Figura 4 Mecanismo y diferentes grupos funcionales que participan en la biosorcién de iones metalicos en
microalgas (OH", SH-, COO", PO4*, NO2, NH2) (Téllez, 2018)
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3. Metodologia

De acuerdo con los objetivos del presente trabajo, la especie a utilizar es la microalga
Chlorella vulgaris. La cepa, los materiales y los equipos fueron suministrados por los
laboratorios de analisis instrumental y de biociencias del Politécnico de Leiria, siendo

también adecuados algunos materiales durante la experimentacion.

En la elaboracion de este estudio se va a implementar microalgas a 4 ensayos con
concentraciones diferentes de zinc para evaluar el crecimiento poblacional y la adaptacién
en los ensayos E1, E2 y E3 subsecuentemente en condiciones adecuadas para su buen
desarrollo, y el ensayo E4 para determinar la capacidad de remocién de la microalga. La

figura 5 muestra el flujograma de los ensayos para remocion y adaptacion de zinc.

Indculo inicial
Ensayo E1 Ensayo E4
R1 (0 ppm) L 0,2,5, 10, 20
ppm
R2 (2 ppm)
Ensayo E2
R3 (16 ppm)
R6 (50 ppm)
Ensayo E3
L 50, 60, 75, 90,
100 ppm

Figura 5 Flujograma de los ensayos para remocion y adaptacion de zinc
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3.1. Descripcion, componentes y material a utilizar

3.1.1. Organismo de estudio

Como organismo de estudio, se empled la microalga Chlorella vulgaris por tratarse de una
especie de alta produccion biomasal, su eficiencia y uso en tratamientos de efluentes
(Hernandez & Labbé, 2014).

El inéculo inicial de la microalga Chlorella vulgaris fue obtenido del Laboratorio de Anélisis

Instrumental de la Escuela Superior de Tecnologia y Gestién, del Politécnico de Leiria.

La cultura inicial utilizada en esta investigacion fue cultivada en un medio de cultura BBM
de solucion (Bold's Basal Medium) en un frasco de vidrio de 1 L, en constante aeracion,

agitacion y en presencia de luz artificial con fotoperiodos 12 h luz / 12 h obscuridad.

3.1.2. Preparacion de medio de cultivo

El medio BBM presentaba una composicion inicial de NaNOs 25,0 g L™, MgSO4 7,5 g L™,
NaCl 2,5 g L%, KzHPO, 7,5 g L™, KH2PO4 17,5 g L™, CaCl2.2H20 2,5 g L™, HsBO3 11,42
gL? KOH 31 g L% NazEDTA 50 g L%, FeSO4.7H20, H2SO4 concentrado 0,1% (v/v),
ZnS04.7H-0 8,82 g LY, MnCl».4H,0 1,44 g L, M0oO3 0,71 g L, CuSO4.5H,0 1,57 g L%,
CoCl2.6H,0 0,40 g Lt (Hamed & Klock, 2014), y para la realizacion de este estudio se
sustituy6 este medio, por el BBM sin Zn, retirando simplemente este componente (Zn) del
medio normal. EI medio se sometid a un proceso de autoclavado a 121 °C durante 20 minutos
autoclave automatico (Raypa AES 75).

3.1.3. Desinfeccién de la biomasa

Para garantizar un buen desarrollo de las microalgas es importante controlar dentro de lo
posible el crecimiento de otros organismos, principalmente bacterias y hongos que podrian

intervenir alterar su crecimiento.

La cultura inicial fue parcialmente descontaminada por centrifugacion, (Heraeus Biofuge
Stratos de Thermo Scientific) se removid lo méas posible del medio viejo para ser sustituido
por el medio BBM sin zinc, la eliminacidn de bacterias no fue realizada en su totalidad, pero
el medio BBM no es favorable a su crecimiento, las microalgas crecen en este medio de

manera mas rapida.

35



Estudio de adaptacién de la microalga Chlorella vulgaris para la remocidn del zinc

Este proceso consistié en la adicién de 30 mL de la cultura inicial en 6 tubos Falcon de 50
mL de capacidad centrifugando por un periodo de 10 minutos a una velocidad de rotacion
de 5000 rpm, donde se da una separacion de los componentes (liquido-s6lido) en funcion de

la densidad.

Al finalizar este proceso, fue retirado el componente liquido (sobrenadante) quedando el
sedimento de masa celular en el interior de los tubos Falcon, se rellenaron nuevamente hasta
los 30 mL con agua destilada para volver a realizar el proceso de centrifugaciéon. Esta
operacion fue realizada dos veces con agua destilada y una Gltima vez con medio BBM sin
zinc para que la muestra esté lo menos contaminada posible. Una vez culminada la
centrifugacion, el sobrenadante fue retirado de los 6 tubos Falcon quedando en el interior el
sedimento de masa celular de microalgas, seguidamente se adicioné medio BBM sin zinc y
se agito para homogenizar la muestra en un agitador de tubos de ensayo (Reax de Heidolph).
Posteriormente fueron colocadas en un frasco de vidrio de 1 L y aforado con medio BBM
sin zinc, sobre un agitador magnético, incorporandole un sistema de aireacion, siendo esta

biomasa la cultura madre.

3.1.4. Disefo experimental

Para la determinar el crecimiento celular y la adaptabilidad se realizaron 3 ensayos E1, E2,
y E3, y para la remocién fue relaborado un ensayo E4. En el ensayo 1 se crearon 4 reactores
adaptando garrafones de plastico de 5 L, y desarrollando un sistema de aireacion interno para

la homogenizacion y oxigenacion del medio.

Para los cultivos de los ensayos E2 y E3 fueron desarrollados 6 y 5 reactores
respectivamente, realizados con jeringas de 100 mL con difusores de piedra en su interior,
siendo tapadas con torundas de algodon y gasa, evitando en lo posible contaminacion

externa, se disefiaron estructuras de madera como soporte de los reactores.

En el ensayo E4 de cultivo de biomasa se utilizé 10 balones de vidrio en dos soportes de
madera, el soporte Ay B, el soporte A con 5 balones hizo de control y en el soporte B se

realizaron los ensayos con biomasa.

Para todos los ensayos se utilizaron mangueras y tubos plasticos unidas a un compresor (Air
550 R Plus de Sera) para la inyeccion de aire con una tasa de aireacion de 9,2 L.min con el

fin de evitar la sedimentacion de la biomasa en las paredes de los reactores y asegurar la
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distribucion de los nutrientes presentes en el medio BBM. La figura 6 muestra el disefio

experimental de los reactores utilizados.

Crecimineto celular,
adaptabilidad

Ensayo

Remocion de
Zinc

Figura 6 Disefio de material implementado en los diferentes ensayos de crecimiento

celular, adaptacion y remocion.

3.2. Determinacion de la concentracion celular en la cultura

El crecimiento de un cultivo de microalgas se lo puede expresar como el incremento de
biomasa en concentracion de células por unidad de tiempo (cél.mLt.h), este incremento

puede ser determinado por diferentes métodos, entre los méas utilizados en laboratorios y los
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utilizados en esta investigacion son el recuento celular a través de un microscopio y la
determinacion de los cambios de densidad optica del cultivo por espectrofotometria (Vega
& Voltolina, 2007)

3.2.1. Densidad éptica (DO)

La concentracion celular puede ser estimada indirectamente usando la densidad Optica del
cultivo, que es una técnica menos precisa del recuento directo, pero permite una evaluacién

rapida de la concentracién microalgal.

Para estimar la concentracién celular se determind inicialmente la longitud de onda en un
espectrofotdmetro ultravioleta-visible (Cary 50 de Varian) realizando barrido entre los 400
y los 800 nm dos veces la muestra microalgal, en los que se detecto el pico de absorbancia
que corresponde a los 687 nm, la figura 7 podemos observar esta determinacion.

105
1,00 -
® 005
2
L
0,90
0,85
T o o0 %0
Wavelength (nm)
pE X: 6H6. 9918, Y2 1,

Figura 7 Barrido de densidad dptica entre 400 a 800 nm para una muestra de microalga.

Se realizaron diluciones del cultivo concentrado de biomasa (cultura madre) en fase
exponencial, las diluciones evaluadas tuvieron una concentracion de 0,8%, 2%, 8%, 16% y
28%, las cuales fueron colocadas en balones volumétricos de 25 mL y aforadas con agua

destilada. Estas diluciones fueron medidas por densidad dptica.

3.2.2. Recuento celular en la Camara de Neubauer

Las mismas diluciones de la cultura donde se midi¢ la densidad 6ptica fueron usadas para el
conteo de células en la cAmara de Neubauer. La camara de recuento que se utilizd fue el

hematocitometro de 0,1 mm de profundidad con reglilla de Neubauer, la cual consta de 9
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cuadrados con lados de 1 mm, cada uno de los cuales corresponde a un volumen de 0,1 pL
(Vega & Voltolina, 2007). Los cuatro extremos estan subdivididos en 16 cuadros pequefios.
El cuadro central contiene 25 cuadros, a su vez divididos en 16 cuadros mas pequefios.
Debido al tamafio de las células del presente estudio fue utilizado el cuadro central para

realizar el conteo, Figura 8.

Camara Neubauer B ~ 1mm

o 11111
A Canal ransversal B 1

pt——

< [0

Figura 8 Camara de Neubauer — Conteo celular.

Para proceder al contaje celular primeramente se agitd la muestra para tener una distribucion
homogénea de las células y se succiond con una pipeta Pasteur, se llend la cdmara con el
cubreobjetos ya puesto, colocando la punta de la pipeta en el borde del cubreobjetos, en el
extremo de la camara de Neubauer, dejando que la muestra penetre entre la camara y el
cubreobjetos desde el lateral, por capilaridad, teniendo en atencion que el volumen
depositado sea el suficiente tener una distribucion adecuada.

Fue utilizado el microscopio compuesto con contraste de fase (Olympus CX41), primero se
enfocd la camara con el objetivo de 10x y posteriormente con el de 40x por tratarse de células

pequefias, facilitando asi su identificacion.

Se registraron las células contadas en el cuadro del centro (1 mm x 1 mm x 0,1 mm), para
las células que tocan las lineas de separacion de cuadros son contadas solamente las que
tocan dos de los cuatro lados. Se contaron las células de los cuadros mas pequefios
realizandolo en orden de conteo en forma de zigzag cuando la concentracion celular fue alta

como el descrito en la figura 9.
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Figura 9 Metodologia de recuento celular con elevada concentracion.

La ecuacién 1 (Bastidas, 2011), presenta la formula para determinar la concentracion de

células por mililitro.

N+10000
C=—— 1)
FD

Donde:

C= Concentracion de células (cél.mL™)
N= Numero total de células contadas
10* factor de conversion de 0,1 pL a 1 mL

FD= Factor de dilucion

3.2.3. Correlacion entre DO y conteo en la camara de Neubauer

Se determind la correlacion de la DO y el conteo en cdmara de Neubauer de las diluciones
realizadas del cultivo microalgal. A los datos se les realizé un analisis de regresion por el
método de minimos cuadrados, correlacionando la DO a 687 nm con la concentracion de

células.

3.3.Cinética de crecimiento y adaptabilidad

3.3.1. Condiciones del cultivo

Las culturas fueron desarrolladas bajo ciertos parametros permitiendo asi un éptimo
crecimiento a lo largo del ensayo. Estas condiciones de operacion fueron las siguientes:
aireacion constante como forma de agitacion y proveedor de CO2 proporcionado por un
compresor (Air 550 R Plus de Sera); iluminacion artificial con ld&mparas fluorescentes
(Osram L 36W/865) en fotoperiodo de 12 h luz / 12 h oscuridad, y temperatura ambiente.
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3.3.2. Primer experimento preliminar E1

Para el ensayo 1 se utilizaron 4 reactores a los cuales se les adicionaron medio de cultivo
BBM modificado con concentraciones variables de zinc: 0, 2, 4 y 8 ppm respectivamente,
autoclavado a 121 °C durante 20 minutos y biomasa de C. vulgaris proveniente de la cultura
madre a la concentracidn constante de indculo de 5 mL previamente centrifugada (5000 rpm
durante 10 min), resultando volumen total de 3,5 L. La tabla 1 muestra las concentraciones

y cantidad de componentes utilizados para cada reactor.

Tabla 1 Volumen adicionado a cada reactor del ensayo E1

Reactores | [Zn] (ppm) Irquui);ruc)lglglgr;sm(?wlq E;e ZnSO(4rrE]3|(_)§) bpm BB'\(/ImSIlr)] Zn Total (mL)
R1 0 150 0,00 3350,00 3500
R2 2 150 8,75 3341,25 3500
R3 4 150 175 3332,50 3500
R4 8 150 35,00 3315,00 3500

3.3.3. Segundo experimento - E2

El ensayo 2 abarca el cultivo y adaptacion de las microalgas a mayores concentraciones de
zinc a partir a los ensayos preliminares E1, especificamente de la biomasa celular del reactor

R2 a una concentracion de 2 ppm de zinc.

Para el nuevo ensayo de adaptacion se tomé un total de 60 mL de la biomasa del reactor R2
(2 ppm) en 2 tubos falcon y se sometio a centrifugacion por dos ocasiones, (retirando el
sobrenadante y volviendo a rellenar con agua y medio) evitando de esta manera posible

contaminacion por microorganismos.

Las cepas fueron cultivadas a nivel de laboratorio, en 6 nuevos biorreactores de 100 mL de
capacidad, con las mismas condiciones experimentales descritas en los ensayos iniciales y a

concentraciones cada vez mayores. La tabla 2 indica la composicion de este ensayo.

Tabla 2 Volumen adicionado a cada reactor del ensayo del ensayo E2

Reactores | [Zn] (ppm) | C. Madre (mL) | ZnSO4 800 ppm (mL) | BBM Sin Zn (mL) | Total (mL)
R1 0 4,28 0,00 95,72 100
R2 8 4,28 1,00 94,72 100
R3 16 4,28 2,00 93,72 100
R4 26 4,28 3,25 92,47 100
R5 38 4,28 4,75 90,97 100
R6 50 4,28 6,25 89,47 100

41




Estudio de adaptacién de la microalga Chlorella vulgaris para la remocidn del zinc

3.3.4. Tercer experimento - adaptacion ensayo E3

En el ensayo E3 se realizaron cultivos con las mismas condiciones experimentales descritas
en el ensayo E2. Las diferencias para este experimento fueron: mayor concentracion de zinc
adicionada a los reactores indicadas en la tabla 3. La biomasa utilizada fue del reactor R6

pre-adaptado a 50 ppm de zinc.

Tabla 3 Volumen adicionado a cada reactor del ensayo E3

Reactores | [Zn] (ppm) | C. Madre (mL) | ZnSO4 770 ppm (mL) | BBM Sin Zn (mL) | Total (mL)
1 2 5 0,260 94,740 100
2 50 5 6,494 88,506 100
3 60 5 7,792 87,208 100
4 75 5 9,740 85,260 100
5 90 5 11,688 83,312 100
6 100 5 12,987 82,013 100

3.3.5. Determinacién de curvas de crecimiento

Se realizaron mediciones cada 6 horas inicialmente, pasando a 24, 48 y 72 horas, y fue
determinado indirectamente el aumento de biomasa celular presente en los ensayos mediante
la evaluacion de la OD a una longitud de onda de 687 nm, las muestras fueron diluidas en
las proporciones adecuadas, para garantizar que los valores medidos estuvieran dentro del
rango de deteccion del espectrofotometro. El pH fue un parametro medido a lo largo de los
3 ensayos, en el ensayo E1 se midid el primer dia y el Gltimo, en el ensayo E2 y E3 se realizé

semanalmente, para determinar su variacion con relacion a la concentracion celular.

3.3.6. Determinacion de la velocidad especifica de crecimiento

Para su determinacion es preciso calcular el logaritmo natural del nimero de células por
mililitro con respecto al tiempo de la fase exponencial donde se encuentra una recta, cuya
pendiente de esta linea recta es la velocidad especifica de crecimiento. Con base a los valores
de DO vy concentracion celular se calculd la velocidad especifica de crecimiento (L)

utilizando la ecuacion propuesta por Guillard (1975):
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u=—- (2)

En donde:

X= concentracion de la biomasa (cél. mL™?)
t=tiempo en dias
dx= variacién de la concentracion de células

dt= variacion del tiempo

3.4.Ensayos de remocion del zinc, ensayo E4

3.4.1. Determinacién de curvas de crecimiento

En primer soporte fueron colocados 5 balones de vidrio con medio BBM sin Zn y con
concentraciones de 0, 2, 5, 10 y 20 ppm de zinc respectivamente, haciéndolo de control, y
un segundo soporte de 5 balones con las mismas concentraciones de zinc y medio, pero

adicionandole microalgas, con los mismos pardmetros utilizados en los ensayos anteriores.

Se realizaron muestreos diarios de la biomasa para medir la DO a una longitud de onda de
687 nm por espectrofotometria, y se monitoreé ademas el pH semanalmente con un medidor
de pH/ORP/ISE (HANNA HI 3221) durante los 15 dias del ensayo.

3.4.2. Calibracion — Recta patrén

La concentracion de zinc se midié utilizando un espectrofotdbmetro de absorcion atomica
Sprectr AA 55B de Varian del laboratorio de Analisis Instrumental. Estas mediciones fueron
realizadas en tres ocasiones durante el ensayo en el dia 3,10 y 15 para determinar la variacion
de la absorcion en funcion al tiempo y por ende a la densidad celular.

El proceso inicial se efectud con la preparacion de soluciones patron con concentraciones de
0,2,05,1,0,1,5,2,0y 2,5 ppm de Zn, calibrando el equipo con el uso de estas para obtener
una curva con coeficiente de regresion R? superior a 0,99 y posteriormente proceder a las

lecturas de las muestras determinando su absorbancia.
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3.4.3. Protocolo de medicién

El procedimiento consistio en retirar de cada reactor de ambos soportes control/test una
muestra de 10 mL a tubos Falcon bajando el pH a 4-4,5 y centrifugando por 10 minutos a
5000 rpm en la centrifugadora (Heraeus Biofuge de Thermo Scientific), a continuacion, se
colectdé 5 mL del sobrenadante de cada reactor, siendo acidificado con solucion de &cido
clorhidrico al 10%, las muestras fueron diluidas a cantidades adecuadas para poder medir la

absorbancia de zinc en el espectrofotometro de absorcion atomica.

3.4.4. Calculos para la remocion del zinc

Con base a los datos de absorbancia, se calculo el porcentaje de remocion para cada reactor

en sus diferentes dias de muestra con la siguiente formula:

%R = &=

* 100 1)

Donde:

% R=% de Remocion
Ci= Concentracion de Zn control

Cf= Concentracion de Zn test

Fue calculado también la remocidn del zinc en base a la biomasa usando la siguiente formula.

Ci—Cf
AX

3 2
X @

AX = variacion de la concentracion de células en el mismo periodo (células-L™).

3.5.Analisis Estadistico

Se utiliz6 el modelo matematico de Modelo Zwietering, 1990, para ajustar los datos
resultantes del estudio con los pardmetros del modelo. Este modelo toma solo en
consideracidn en la curva de crecimiento microbiano 3 fases: adaptacién o lag, exponencial

y estacionaria.
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El modelo logistico fue inicialmente utilizado para describir el crecimiento microbiano por
Gibson, Bratchell e Roberts (1987), siendo Zwietering et al. (1990) quien propuso la
sustitucion de los parametros empiricos por los de significado bioldgicos pmax, A y A

resultando la ecuacion 5.

Los modelos matematicos que poseen parametros con significado bioldgico pueden ser
considerados mas interesantes en términos practicos, y pueden ser evaluados de manera mas

conveniente (Longhi, 2012).

A
1+exp(% [/1—t]+1)

Y(t) = (3)

Donde:

Y (t) = logaritmo del conteo microbiano N en el tiempo t
A = Amplitud de la curva
Hmax = velocidad especifica maxima de crecimiento

A = duracidn de la fase lag

Para llevar acabo el anélisis del ajuste de los parametros A, umax ¥ A fue usado el programa

de complemento de Microsoft Excel, solver.
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4. Resultados y discusion

En esta seccién se analizaran los resultados obtenidos de los ensayos realizados con la
metodologia y condiciones mencionado en el capitulo anterior, interpretando el crecimiento
microalgal, la adaptacion que sufrié la microalga Chlorella vulgaris a diferentes
concentraciones de zinc, la capacidad de remocion que presenta esta alga frente a diversas
cantidades de zinc y el modelo ajustado en las curvas de crecimiento de este proceso

experimental.

4.1.Concentracion celular inicial

4.1.1. Correlacién con la densidad Optica

Para la estimativa de los valores de la biomasa en los diferentes experimentos se determind
la concentracidn celular presente en las diluciones evaluadas por conteo, utilizando la camara
de Neubauer y leyendo la densidad dptica de las mismas. La tabla 4 muestra valores

obtenidos de concentracion celular y densidad optica de las diferentes diluciones realizadas.

La concentracion celular puede ser estimada indirectamente usando la densidad Optica del
cultivo, que es una técnica menos precisa del recuento directo, pero permite una evaluacién

rapida de la concentracion microalgal.

Se demostrd que existe linealidad entre la densidad éptica y el conteo celular de cada
concentracion, donde el coeficiente de determinacion expresa el grado de relacion entre la
concentracion de células y la absorbancia. El coeficiente de regresion R? fue 0,9942, superior

a 0,99, lo que sugiere una prediccion fiable para los datos experimentales, Figura 10.

Tabla 4 Valores de DO y concentracion de células.mL por cada dilucion.

Vi. | Incerteza Vpa. | Incerteza| N. cél. | %C: E;eiza N. Incerteza %
. : A -1 A -1

(mL) | Vgi. (mL) | (mL) | Vpa (ML) | contadas contadas cél.mL cél.mL Incerteza
0,2 0,000303 25,00 0,04 50,00 7,874 | 6,25E+07 | 9,84E+06 15,75
0,5 0,00045 25,00 0,04 126,0 15,30 |6,30E+07 | 7,65E+06 12,14
1,0 0,00105 25,00 0,04 2777 16,27 | 6,94E+07 | 4,07E+06 5,86
2,0 0,012 25,00 0,04 536,2 13,64 |6,70E+07 | 1,75E+06 2,62
4,0 0,015 25,00 0,04 738,5 18,06 |4,62E+07 | 1,14E+06 2,48
7,0 0,05 25,00 0,04 1714 18,38 |6,12E+07 | 7,95E+05 1,30
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Figura 10 Correlacion entre la concentracion celular y la densidad éptica (687 nm)

La relacion entre la concentracion celular y la DO, est& dada por la siguiente ecuacion:

OD= 4,87x10°8 X — 0,0056 (4)

X = Concentracion de cél. mL™?

4.2 Experimento preliminar ensayo E1

4.2.1. Cinética de crecimiento

El ensayo inicial de exposicion de Chlorella vulgaris al zinc que tuvo una duracion de 36
dias, mostro diferencias en el incremento de la biomasa celular medida por densidad Optica
una longitud de onda de 687 nm, a distintas concentraciones de zinc.

La figura 11 muestra los resultados experimentales del estudio cinético del crecimiento de
la microalga C. vulgaris. Con los datos de evolucion temporal de la concentracion de
biomasa de Chlorella vulgaris se model6 la cinética de crecimiento ajustando del modelo

logistico modificado por Zwietering.

Las curvas de crecimiento evaluadas por nimero de células que tuvo cada reactor en este
periodo de tiempo presentaron: en el primer reactor R1 con ausencia de zinc (0 ppm) un
crecimiento de 6,70 x 107 cél. mL™ con una velocidad de crecimiento de 0,046 d** menor al

segundo reactor R2 (2 ppm) de Zn de 8,16 x 107 cél. mL%, con una velocidad de crecimiento
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de 0,049 d?, esto es debido a que las microalgas para su normal desarrollo necesitan la
presencia de 2 ppm de zinc, pero en ausencia o cantidades mas elevadas genera una
alteracion es su normal crecimiento, es asi que en el reactor 3 y 4 el crecimiento fue aln

menor.

Por otra parte, analizando las fases de crecimiento podemos notar que la fase de induccién
o latencia para todos los reactores fue casi inexistente, e incremento rapidamente la biomasa.
Se observo una fase exponencial de crecimiento durante los 36 dias del ensayo para los
reactores R1 y R2, mientras que para los reactores R3 y R4 fue aproximadamente hasta el
dia 27 y 25 respectivamente. A partir de estos dias los valores de concentracién obtenidos
en dias consecutivos fueron cada vez mas similares, con lo que se puede decir que se
encuentra en una etapa de desaceleracion de su crecimiento para posteriormente entrar en
una fase estacionaria, y en el caso del R4 cerca del dia 27 se observé un decrecimiento. Para
los reactores R3 'y R4 fue primero que para los reactores R1y R2, esto pudo ser consecuencia

de las concentraciones elevadas de zinc presentes en los reactores.

Adicionalmente, la posibilidad de tener la presencia de bacterias en el medio durante el
periodo de ensayo debido al disefio del reactor puede realizar procesos de degradacién de
materia organica y recirculacion de nutrientes, lo cual consigue explicar la prolongacién de

la fase exponencial de crecimiento por parte de la microalga.

Ensayo 1

9,00E+07

8,00E+07 PR R1 (Oppm)

7,00E+07 . g" R1 Modelo

»% °

6,00E+07 5° L rane .‘ ® R2(2ppm)
v ®
2 5,00E+07 /ﬂ . 3'”. o..... . R2 Modelo
T 4,00E+07 gh-os S

r e R3(4
ppm)
3,006407 e~
R3 Modelo
2,00E+07 ®
1,00E+07 M ® R4 (8ppm)

0,00E+00

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Dias

R4 Modelo

Figura 11 Evolucion de la biomasa de microalgas a diferentes concentraciones de metal (Ensayo 1). Los
simbolos redondos son datos experimentales y las lineas continuas representan los datos ajustados por el modelo
empirico de Zwietering (1990).
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La densidad celular méas alta fue registrada en el reactor R2 (2 ppm) de 8,16 x 10" cél. mL™.

En tabla 5 se puede observar el crecimiento maximo alcanzado y la duracion de cada fase de

este ensayo. Asi como también podemos encontrar los valores de los pardmetros A, timax Y

A de la aplicacion del modelo empirico de Zwietering (1990) en la tabla 6.

4.2.2. Velocidad especifica de crecimiento

La velocidad especifica de crecimiento fue determinada utilizando los valores de la fase

exponencial de la curva de crecimiento, estableciendo cual es la parte de la curva que es

aproximadamente lineal y posteriormente determinando la pendiente.

En el ensayo E1 los valores de p son semejantes en los R1y R2 con 0,0046 y 0,0049 ht. En

los reactores R3 y R4 que presentan mayor concentracion de zinc la velocidad especifica de

crecimiento disminuyd, pudiendo determinar estos valores en la tabla 5.

Tabla 5 Fases de crecimiento del ensayo E1, concentracion maxima y velocidad especifica de crecimiento.

Velocidad
Fase de Fase Fase Muerte - i
Zn - . ; . Concentracion | especifica de
Reactores adaptacion | exponencial | estacionaria| celular - -
(PPm) | (lag)(dias) | (dias) (dias) (dias) maxima | crecimiento,
(cel.mL-1) U (ht)
R1 0 0-2 3-28 - - 6,70E+07 0,0046
R2 2 0-1 2-28 - - 8,16E+07 0,0049
R3 4 0-1 2-23 - - 6,03E+07 0,0046
R4 8 0-1 2-18 - - 4,29E+07 0,0058

Tabla 6 Valores de los pardmetros A, umax y A de la aplicacion del modelo empirico de Zwietering (1990) E1.

- Velocidad especifica
Duracion fase . -

-~ | Amplitud de maxima de

Reactores | Zn ppm | de adaptacion la curva. A crecimiento

(lag), . (h) ' 1y

Hmax (h™)

R1 0 40,60 2,81 0,0040
R2 2 28,00 2,81 0,0039
R3 4 66,02 2,37 0,0047
R4 8 95,84 2,06 0,0059

4.2.3. Evolucion del pH en el crecimiento de la biomasa

El pH inicial en los 4 reactores fue de 6,4 = 0,2 y al finalizar el ensayo se obtuvo que el pH

sufrid un ascenso en todos los reactores, alcanzando un valor entre 9,5-10, presentando los

valores mas elevados en R3 y R4 con mayor concentracion de zinc.
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El trabajo de Garcia et al., (2015) muestra el mismo comportamiento del pH que se observa
en el presente experimento, en el cual la actividad fotosintética de las microalgas en un medio
de cultivo lleva al incremento de pH de manera progresiva debido al efecto de especies
carbonatadas en el agua. Durante el periodo de luz las microalgas asimilan el CO> por el

proceso de fotosintesis.

El CO, al disolverse en agua, forma moléculas de &cido carbénico (H.COg). Este &cido se
disocia en diferentes especies (H.COs, HCO3 0 COs?") dependiendo del pH.

En el proceso de fotosintesis realizadas por las microalgas se da la alcalinizacion del medio
como consecuente aumento de pH. Este aumento se presenta debido a la absorcion del
COq(qc) durante la fotosintesis cuando de la conversion de HCOs™ externo en CO2y OH™. El
CO; activo es utilizado por la célula a través de la bomba de CO; . Las ecuaciones 7 y 11

describen la conversion de CO2en HCOs™ en el agua, como fijador de CO; fotosintético:

COz g — H200) — H2CO3q) ()
H2CO03(aq) = HCO3™ + H* (ag) (6)

HCOs — CO2 (célula) + OH" (solucién) (7
CO;— (CHO); (célula) (8)

HCOz - + OH — COz  + H20 (solucién) reduccion fotosintética de CO2 9

La solubilizacion del CO» atmosférico para producir HoCOs@q (7) es seguida por la
conversion en HCOs™ y H* (8). EI HCOs™ es convertida en CO2 y OH™ durante la absorcion
activa por las aguas (9) y el CO, es reducido por el proceso de fotosintesis a (CHO), en el
interior de la célula (10). El ion OH" producido por la bomba de CO; resulta en aumento del
pH del agua. Asi las algas verdes utilizan la energia fotosintética el CO; de la bomba y

alcalinizan el medio (Candido, 2018).

4.2.4. Efecto de luz y oscuridad en el crecimiento celular

En las primeras dos semanas las mediciones fueron tomadas 4 veces al dia en intervalos
aproximadamente de 6 horas, dos mediciones expuestas a obscuridad o cercanas y dos
mediciones en horas de luz, con el objetivo de determinar el comportamiento del crecimiento

celular ante estas condiciones.
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Con esta evaluacion se pudo conocer que, en las mediciones realizadas de biomasa de los
cultivos aumento en los periodos de luz, pero hubo un crecimiento lento o incluso la tasa de
crecimiento disminuyé en los periodos de obscuridad, la figura 12 muestra claras

oscilaciones de aumento y disminucién en los periodos de luz/obscuridad.

La disminucion de la densidad Optica registrada en las mediciones sugiere que las células
presentan esta variacion debido a que el metabolismo de las algas durante este periodo
provoco oscilaciones en el contenido celular de osmolitos como el glicerol, lo que indujo

mas la oscilacion en el volumen celular durante este periodo. (Xu, Ibrahim, & Harvey, 2016)

R1 {0 ppm) RZ {2 ppm)

ob (oph i b
"
N\

Figura 12 Influencia de la luz en de la densidad de la biomasa en las diferentes concentraciones de zinc.

4.3. Segundo experimento E2 (adaptacion)

Después de la realizacion del ensayo 1 se decidié aumentar las concentraciones de zinc en
el ensayo 2, con el fin de observar efectos mas pronunciados en su crecimiento. Se inocul6
en los 6 reactores la biomasa del reactor 2 (R2, 2 ppm) del ensayo inicial E1, a diferentes
concentraciones de zinc por un periodo de 63 dias.
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4.3.1. Cinética de crecimiento

En la figura 13 podemos observar las curvas de crecimiento de los diferentes reactores,
teniendo un mayor crecimiento en el reactor 1 (O ppm) con una concentracion celular
méaxima alcanzada de 1,20 x 102 cél. mL™, para los reactores R2, R3, R4 y R5 la fase de
adaptacion fue entre 4 y 6 dias, lo que difiere del reactor R6 en el que su fase de latencia
tuvo un tiempo mas pronunciado, cabe mencionar que en este periodo de tiempo R6 tuvo
lugar a una adaptacion de las células pudiendo aumentar su concentracion celular inclusive
mayor a la de R5 y obteniendo una capacidad de sobrevivir mas tiempo que R4 y R5. Las
fases de crecimiento en los reactores se pueden determinar en la tabla 7. El reactor R4 (26
ppm) fue el que tuvo un mejor crecimiento obteniendo una concentracion maxima de 1,18 x
108 cél.mL? después del R1 con 1,20 x 108 cél.mL? y una velocidad especifica de
crecimiento de 0,010 h y 0,011 h? respectivamente, pasando al reactores R2 con una
concentracion maxima de 1,09 x 10® cél.mL? y R3 con 9,68 x 107 cél.mL™, presentando

velocidad especifica de crecimiento de 0,012 h'ty 0,010 ht,

El crecimiento elevado que presenta el reactor R4 se justifica posiblemente por la mayor
aireacion del compresor en este reactor, a pesar de que fue regulado en lo posible a
condiciones similares la salida de aire por las valvulas, pudo existir mayor cantidad de este
flujo al reactor R4 ocasionando mejor condicion para su desarrollo. Los reactores R5 y R6
fueron los que obtuvieron un menor crecimiento de todos los reactores debido a su mayor
concentracion de zinc a 38 y 50 ppm respectivamente. El reactor R5 alcanzé su
concentracion maxima de crecimiento de 8,60 x 107 cél.mL"* menor que la del reactor R6
hasta 9,92 x 107 cél.mL, ademas de R5 llegar primero a la fase de muerte. En la tabla 8
podemos encontrar los valores de los parametros A, umax Y A de la aplicacion del modelo

empirico de Zwietering (1990).
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Figura 13 Evolucién de la biomasa de microalgas a diferentes concentraciones de metal (Ensayo 2). Los

simbolos redondos son datos experimentales y las lineas continuas representan los datos ajustados por el modelo

empirico de Zwietering, (1990).

Tabla 7 Fases de crecimiento del ensayo E2, concentracion maxima y velocidad especifica de crecimiento.

Fase de Fase Fase Muerte | Concentracion Velocidad
Reactores Zn adaptacién | exponencial | estacionaria| celular maxima espelef!ca de
®PM) | (lagy(dias) |  (dias) (dias) (dias) | (cel.mL-1) Creﬁ' r(’;]'_‘i;‘to'
R1 0 0-3 4-21 22-32 33-68 1,20E+08 0,011
R2 8 0-6 7-23 24-47 48-68 1,09E+08 0,012
R3 16 0-4 5-21 22-47 48-68 9,68E+07 0,010
R4 26 0-6 7-25 26-47 48-68 1,18E+08 0,010
R5 38 0-4 5-19 20-32 33-68 8,60E+07 0,012
R6 50 0-14 15-29 30-44 45-68 9,92E+07 0,015

Tabla 8 Valores de los pardmetros A, umax y A de la aplicacion del modelo empirico de Zwietering (1990) E2.

L Velocidad especifica
Duracion fase . .
-~ | Amplitud de maxima de
Reactores | Zn ppm | de adaptacién -
(lag), ) lacurva, A crecimiento,
2 pmax (1)
R1 0 8,01 4,97 0,013
R2 8 49,74 4,75 0,010
R3 16 2,00 4,41 0,010
R4 26 67,76 4,86 0,010
R5 38 68,04 4,56 0,013
R6 50 364,07 4,61 0,018
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4.3.2. Evolucion del pH

En el transcurso de los 68 dias del crecimiento algal, mediante verificacion de pH se pudo
determinar que hubo una variacion de este en todos los reactores pudiendo ser observada

en la figura 14.

Inicialmente se presentaron valores entre de 6,5 £ 0,2 en todos los reactores y

posteriormente se registré un aumento, para los reactores con baja concentracién de zinc, el
pH fue aumento progresivamente con un maximo alcanzado de 10,8 cerca del dia 14, y a
partir de esa semana comenzé a tener un decrecimiento llegando a un valor entre 8,5 — 9
durante su crecimiento exponencial, se puede observar que este decrecimiento se presenta
cuando la biomasa comienza su estado estacionario. Para los reactores con mayor
concentracion de zinc, donde la densidad celular es menor se registr6 valores de pH entre
8,5-9,0. Por su parte, el reactor 4 alcanzé también un buen crecimiento algal teniendo un
aumento mayor a 10, a partir de esta semana tuvo una disminucion al igual que el reactor
R1. Se puede observar que esta disminucion comienza cuando entra en fase estacionaria. El
reactor R2, R3y R4 tuvieron un comportamiento semejante en la variacion de pH alcanzando
un valor mayor a 9 cerca del dia 14 y teniendo una disminucion leve en el trascurso del
ensayo. El reactor R6 comenz6 a aumentar después de la fase de adaptacion cuando las

microalgas comenzaron a aumentar la concentracion celular el pH también aumento.

En la figura 15 podemos encontrar la variacion del pH en los 6 reactores donde se puede
determinar el mayor aumento de pH fue en R1 donde tuvo mejores condiciones para su
crecimiento celular, mientras que el reactor R6 presento un incremento solo después de la

fase de latencia, cuando la concentracién celular comenzé a aumentar.
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Figura 15 Comparacion de la variacion de pH de los reactores del ensayo E2
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4.4. Tercer experimento E3 (adaptacion)

En este ensayo fue utilizado la biomasa del R6 (50 ppm) del ensayo E2 para todos los

reactores teniendo una duracion de 38 dias.

4.4.1. Cinética de crecimiento

La figura 16 muestra la curva de crecimiento con el ajuste del modelo de los 5 reactores,
donde podemos determinar que en el reactor R1 (50 ppm) y R2 (60 ppm) el crecimiento
celular fue similar tanto en el nimero maximo de células alcanzadas como en el paso de las
fases de crecimiento. A medida que la concentracion aumento R3 (75 ppm) disminuye su
crecimiento celular. Para el reactor R4 (90 ppm) se puede observar ademas de su
disminucion del crecimiento, el periodo de latencia es mas pronunciado comparado con los
reactores que presentan menor concentracion de zinc, y aun mayor es la fase de latencia con
un periodo de 18 dias para el reactor R5 con 100 ppm de Zn, teniendo como un maximo de

crecimiento celular de 1,75 x 107 cél.mL™.

1,60E+08
1,40E+08 .’. o | o00 @ R1 (50 ppm)
®
1,20E+08 o o 9 98030 $ee coo R1 modelo
¢ o %°%% oo° ® R2(60
1,00E+08 of® . %%, (60 ppm)
= (%4 g e R2 Modelo
€ 8,00E+07 o )
N} ® R3(75ppm)
(&) .' ..
6,00E+07 ® .. R3 Modelo
4,00E+07 ¢ .0 R4 (90 ppm)
®
2,00E+07 g R4 Modelo
..G&.-...."—....o—-—" ® R5(100
0,00E+00 (100 ppm)
0 5 10 15 20 25 30 35 40 =——R5 Modelo

Dias

Figura 16 Evolucion de la biomasa de microalgas pre-adaptadas a diferentes concentraciones de metal (Ensayo
3). Los simbolos redondos son datos experimentales y las lineas continuas representan los datos ajustados por el modelo

empirico de Zwietering, (1990).
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Comparando las curvas de crecimiento del reactor R6 del ensayo E2 a 50 ppm con el reactor
R1 del ensayo E3 a 50 ppm (pre adaptado) podemos determinar que el reactor R6 del ensayo
E2 tuvo una fase de induccién de largo periodo y aproximadamente al dia 15 alcanzd un
crecimiento exponencial hasta llegar a una concentracion maxima de crecimiento de 9,92 x
107 cél.mL™?, mientras que el reactor R1 del ensayo E3 present6 una fase de adaptacion
aproximadamente al dia 4 siendo esta mas rapida debido a una adaptacion que sufrié la
biomasa en el ensayo E2 a esta concentracién de zinc, por lo que tuvo un mejor crecimiento
y una mayor concentracion celular de 1,30 x 108 cél.mL™. Se puede evidenciar el proceso
de adaptabilidad que tuvo la microalga Chlorella vulgaris a concentraciones elevadas de
zinc. En la figura 17 se muestra el mayor aumento en la densidad celular al ser estas células

pre-adaptadas a la misma concentracion, con una fase de latencia corta.

20E+08 , & 900 ® R6 E2

cel.mL-1

2.01E+07 &
> 9

00E+05 o0 0000 © ¢ ©
0 / 14 21 28 35 42

Figura 17 Comparacion de células de Chlorella vulgaris sin adaptacion (E2-R6) y con adaptacion (E3-R1) a 50
ppm de zinc.

Las diferentes fases en la curva de crecimiento en este ensayo se muestran en la tabla 9, en
la que podemos determinar que los reactores presentaron una adaptacion en un periodo de
aproximadamente 5 dias, mientras que para el reactor R6 con mayor concentracion de zinc
a 100 ppm su proceso de adaptabilidad fue mas extenso, durante un periodo de 18 dias. Este
reactor no tuvo un buen crecimiento celular siendo su maximo de 1,75 x 107 cél.mL™,
presentando una velocidad especifica de crecimiento de 0,0046 h! a diferencia del reactor

R1y R2 con un valor de 0,058 y 0,0053 h*! respectivamente. Se presentaron valores mayores
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de u en los reactores con mayor concentracion celular y por ende con menor cantidad de

zinc en el medio. En la tabla 10 podemos encontrar los parametros A, umax Y Ade la

aplicacion del modelo empirico de Zwietering (1990)

Tabla 9 Fases de crecimiento del ensayo E3, concentracion méxima y velocidad especifica de crecimiento.

7 Fase de Fase Fase Muerte | Concentracion VeIo/qdad

Reactores n adaptacion | exponencial | estacionaria| celular maxima espeglfl.ca de

(PPM) | lag)(dias) | (dias) (dias) (dias) | (cel.mL-1) Creﬁ”(?]'_?)”to’
R1 50 0-4 5-11 12-38 - 1,30E+08 0,0058
R2 60 0-3 4-14 15-38 - 1,27E+08 0,0053
R3 75 0-3 4-16 17-38 - 1,10E+08 0,0049
R4 90 0-5 6-16 17-38 - 4,21E+07 0,0049
R5 100 0-18 19-26 27-38 - 1,75E+07 0,0046

Tabla 10 Valores de los parametros A, umax y 4 de la aplicacion del modelo empirico de Zwietering (1990) E3.

Duracién fase Velocidad especifica
. | Amplitud de la maxima de
Reactores | Zn ppm de(la:l d?pﬂ(ﬂf n curva, A crecimiento,
& b (™)

R1 3,04 3,98 0,013
R2 8 30,70 3,20 0,013
R3 16 49,13 3,16 0,013
R4 26 45,27 3,00 0,009
R5 38 155,57 1,90 0,010
R6 50 513,87 1,18 0,009

4.4.2. Evolucion del pH

En el transcurso de los 38 dias del crecimiento algal, mediante verificacién de pH se pudo

determinar que hubo una variacion de este en todos los reactores pudiendo ser observada en

la figura 18.

Inicialmente se presentaron valores aproximados entre 5 y 6 en todos los reactores y

posteriormente se registré un incremento, el reactor R1ly R2 tuvieron un comportamiento

similar, aumentando en el dia 7 alcanzando un valor aproximado de 8,5 y posteriormente

tuvo una disminucién lenta, este incremento se da en la fase exponencial. Los reactores R3

y R4 presentan un maximo crecimiento en el dia 14, sufriendo una diminucion lenta a partir

de esa semana. Por su parte, el reactor 5 presentd un incremento lento, teniendo como

méaximo alcanzando valores que no superan los 8 cerca del dia 28.
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En la figura 19 podemos encontrar la variacion del pH en los 5 reactores donde se puede

determinar el mayor aumento de pH fue en R1 con mejores condiciones para su crecimiento

celular, mientras que el reactor R5 presentd un incremento hasta 8 y posteriormente tuvo un

descenso.
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Figura 18 Variacion del pH ensayo E3.
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Figura 19 Comparacién de la variacion de pH de los reactores del ensayo E3

4.5.Remocidn de zinc E4

45.1. Cinética de crecimiento

En este ensayo se determino que el mayor crecimiento celular fue en el reactor 2 R2 ya que
presenta una concentracion de 2 ppm lo que se considera un valor adecuado para un normal
desarrollo de las microalgas, obteniendo una maxima densidad de 9,90 x 107 cel.mL™. La
concentracion celular maxima alcanzada la puede observar en la tabla 11, asi como también
podemos determinar que la velocidad especifica de crecimiento para todos los reactores
presente un valor similar. El periodo de adaptabilidad fue similar para todos los reactores
entre 0-1 dias para los de menor concentracion R1 y R2 y entre 1-2 para los de mayor
concentracion R3 y R4 respectivamente. Todos los reactores durante este periodo de 15 dias
se encontraban en una fase de crecimiento exponencial. En la figura 20 podemos encontrar
las curvas de crecimiento de este ensayo. En la tabla 12 podemos encontrar los parametros

A, umax Y A de la aplicacion del modelo empirico de Zwietering (1990).
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Figura 20 Evolucion de la biomasa de microalgas a diferentes concentraciones de metal (Ensayo 4). Los

simbolos redondos son datos experimentales y las lineas continuas representan los datos ajustados por el modelo

empirico de Zwietering, (1990).

Tabla 11 Fases de crecimiento del ensayo E4, concentracion maximay velocidad especifica de crecimiento.

Fase de Fase Fase Muerte | Concentracion Velqc_ldad

Zn L . h . . especifica de

Reactores (ppm) adaptacion | exponencial | estacionaria | celular maxima crecimiento

(lag)(dias) (dias) (dias) (dias) (cel.mL-1) u (hY) '
R1 0 0-1 2-15 - - 9,16E+07 0,007
R2 2 0-1 2-15 - - 9,90E+07 0,008
R3 5 0-1 2-15 - - 9,31E+07 0,007
R4 10 0-1 2-15 - - 8,28E+07 0,008
R5 20 0-3 4-15 - - 7,85E+07 0,007

Tabla 12 Valores de los pardmetros A, umax y A de la aplicacion del modelo empirico de Zwietering (1990) E4.

Duracion Velocidad
fase de Amplitud de la | especifica maxima
Reactores | Zn ppm S .
adaptacion curva, A de crecimiento,

(lag), A (h) Hmax (")
R1 0 36,630 2,387 0,007
R2 8 18,072 2,439 0,007
R3 16 26,992 2,396 0,006
R4 26 52,900 2,270 0,009
R5 38 82,300 2,254 0,006

4.5.2. Evolucion del pH

La medicion de pH fue realizada diariamente durante los 15 dias de ensayo, en el que se

pudo determinar el aumento progresivo en los 5 reactores con un valor maximo en el reactor

R1 cerca de 9. Los reactores tuvieron un valor inicial de aproximadamente 6,2 y
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posteriormente sufrieron un incremento. La figura 21 presenta el aumento del pH en funcion

del tiempo, asi como también el crecimiento microalgal.

En la figura 22 presenta la variacién del pH de los reactores, para poder hacer una
comparacion de estos, donde podemos observar la similitud en el comportamiento de los
reactores R1, R2 y R3, y R4, sin embargo, el reactor R5 tuvo un crecimiento lento debido a

la concentracion de zinc presente en el medio.
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Figura 21 Variacion del pH ensayo E4
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Figura 22 Variacion del pH

4.5.3. Remocién del zinc

Tal vez uno de los aspectos mas llamativos del uso de microalgas es la capacidad de
remocion de diferentes contaminantes en cuerpos de agua, principalmente metales pesados
(Pérez, 2016), en el presente trabajo se pudieron evidenciar reducciones en las diferentes

concentraciones de zinc.

Las rectas de calibracion obtenidas presentaron un buen coeficiente de correlacion, este
hecho torna los valores detectados de absorbancia y los calculados maés fiables, cuyos

resultados se encuentran presentados en los Anexo 2, 3y 4.

Durante la fase experimental de la remocion del zinc se realiz6 un protocolo para los dias de
medicion de la absorcion, ya que se determin6 un aumento de pH de (6,5-8,8). El pH es una
variable determinante para calcular la cantidad de remocion del metal, ya que este aumento
ocasiona precipitacion quimica, siendo necesario ajustar los valores de pH de la muestra del
medio de cultivo, para diluir este precipitado y obtener verdaderos datos de remocién de la

microalga. En el punto 4.2.2 se explica la influencia del pH.

La capacidad de remocion de la microalga Chlorella vulgaris, se evalué mediante el
porcentaje de remocion de zinc que se encontraba en el reactor después de la acidificacion
de la muestra, en los calculos realizados se consider6 como valores de concentracion inicial

a los resultantes de la acidificacion (soporte de control).
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La remocion de Zn por Chlorella vulgaris estuvo en relacion directa con la concentracion
del metal, removiendo 25% del reactor R2 y 53,72% del rector R5; a baja y alta
concentracion 2 ppm y 20 ppm respectivamente. Las cantidades de Zn removidas en ambos
casos fueron significativamente diferentes. En el caso de las bajas concentraciones, puede

deberse a que este metal esta siendo utilizado por la microalga como nutriente.

La remocion del zinc por la microalga a concentraciones elevadas a 20 ppm fue en el dia 3
fue de 8,23%, en el dia 10 de 28,11% en el dia 15 de 53,72%, esto evidencia confirmando la
contribucion de laremocion por la biomasa. En la tabla 13 muestra el porcentaje de remocion

que resulto en las diferentes concentraciones de zinc y al aumento de la densidad celular.

Finalmente, se considera una influencia del valor de pH inicial en la sorcion del metal. A
valores de pH bajos la remocion fue insignificante, por el contrario, la capacidad de sorcion
aumento al aumentar el pH inicial, asi como también el aumento en la concentracion de
biomasa disminuyd la concentracion de metal en equilibrio y, a su vez, aumentd el porcentaje

de eliminacion de metal del medio.

Tabla 13 % de Remocidn de Zn por la microalga a diferente concentracion y en distinto periodo de tiempo.

Dia 3 Dia 10 Dia 15
Reactor | N | 5 5 S| © S S| ¢© S S
(ppm) | 5 g = 5 S | E S S
S| s /88| 5| § |88 8| 8|8
S | & £ 0| 19| ¢k &
- - x | = = x | = = @
R1 0 0 0 |000%| 0 0 |000%| 0 0 | 0,00%

R2 2 22 | 21 | 455% | 21 1,7 |19,05%| 2 1,5 |25,00%

R3 5 52 | 49 | 577% | 49 | 45 | 816% | 47 | 3,7 |21,28%

R4 10 | 102 | 9,2 | 980% | 93 | 7.2 |2258%| 82 | 65 |20,73%

R5 20 | 19,2 | 15,7 |18,23%| 185 | 13,3 |28,11%| 188 | 8,7 |53,72%

En la tabla 14 podemos encontrar valores de la remocion del zinc expresado en cantidad de

zinc por célula a concentraciones (R/biomassa) diferentes realizados en el ensayo E4.
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Tabla 14 Remocion del Zinc por célula

rectors U700 X | ko | @t | (20 | Rbiomen

3 2,32E+10 0 0 0

R1 10 6,52E+10 0 0 0 0
15 9,62E+10 0 0 0
3 3,09E+10 2,2 2,1

R2 10 7,58E+10 2 2,1 1,7 6,68E-6
15 1,01E+11 2 15 3,94E-6
3 2,51E+10 5,2 49

R3 10 6,63E+10 5 49 45 2,43E-6
15 9,63E+10 4.7 3,7 2,00E-5
3 2,20E+10 10,2 9,2

R4 10 5,92E+10 10 9,3 7,2 2,96E-5
15 8,48E+10 8,2 6,5 1,56E-2
3 1,94E+10 19,2 15,7

R5 10 5,45E+10 20 18,5 13,3 4,84E-5
15 8,22E+10 18,8 8,7 1,77E-4

4.6. Factores que influenciaron el crecimiento del cultivo y

remocioén del Zn

Un factor influyente es la intensidad de luz, a pesar de que todos los ensayos fueron
realizados con la misma intensidad de luz la disponibilidad de esta por parte de las
microalgas depende de la trayectoria de luz que pudo variar en los reactores debido a la

diferencia del material y el tipo de didmetro de estos.

Otro factor que influye en el crecimiento de un cultivo de microalgas es la temperatura, ya
gue no se mantuvo constante en los ensayos. El estudio fue realizado en diferentes estaciones

del afio donde existié una variacion de la temperatura ambiente.

La aireacion es importante como proveedor de fuente de carbén (COy), para la distribucion
de nutriente y evitar la sedimentacion, en los ensayos realizados se implementd este
mecanismo de inyeccion de aire, tratando en lo posible de proveer la misma cantidad en
todos los reactores, sin embargo, pudo tener una desigualdad entre estos debido a la poca
precision de flujo de aire por parte de los reguladores utilizados. De igual manera el tipo de

sistema incorporado para la aireacion en los reactores fue diferente principalmente en el
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ensayo 1 donde por su volumen y tipo de sistema no pudo tener una buena recirculacion de

aire por ende una homogenizacion del medio; sin embargo, tuvo un buen crecimiento celular.

La precipitacion quimica de algunos metales es dependiente del pH, ya que bajo condiciones
de alcalinidad estos disminuyen su solubilidad y pueden reaccionar con hidroxidos para

finalmente precipitar (Pérez, 2016).

Un incremento en el pH del medio repercute en la quimica de los metales traza de tres formas
principalmente: a) la complejacion de los metales ligandolos conforme el CO3% o el OH-
aumenta, b) la afinidad efectiva de los quelantes por varios metales puede aumentar como
resultado de la disminucidn de los iones hidrogeno por el ligando y, c) la solubilidad de los

metales que forman hidroxidos o carbonatos puede cambiar (Lopez, 2017).

En un intento por superar las dificultades para cuantificar la absorcion de metales, se
realizaron pruebas con soluciones tampén de ftalato de hidrégeno y potasio KHCgO4H4 /
NaOH, ajustando el pH a alrededor de 4,5. Los resultados mostraron una sorcion de metal

insignificante (Arellano, 2007).
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5. Conclusiones

Los metales pesados presentes en los cuerpos hidricos por actividad industrial es un
problema que causa impacto negativo en el medio ambiente y en la salud publica, el cual
debe ser controlado en sus principales fuentes emisoras, implementando metodologias
complementarias a las plantas de tratamiento de aguas residuales convencionales

disminuyendo la concentracién del metal.

La microalga Chlorella vulgaris posee la capacidad de reproducirse en medios contaminados
por Zn, que de pende de la concentracion adicionada para que su crecimiento celular sea

mayor o menaor.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo evidencian que Chlorella vulgaris exhibid
una capacidad de adaptacion a diferentes concentraciones de zinc, cuyos valores pueden
estar presentes en cuerpos de agua superficiales. Esta capacidad que presenta la microalga

la convierte en una alternativa potencial para tratamientos de aguas residuales.

La microalga Chlorella vulgaris tuvo una buena adaptacion en medios con concentraciones
elevadas de zinc en la mayoria de los ensayos (hasta los 75 ppm), demostrando en el

incremento de la densidad celular a través de la curva de crecimiento a esta concentracion.

La microalga posee una alta velocidad de crecimiento lo que permitié conocer en poco
tiempo la capacidad de adaptabilidad y remocion del metal, su manipulacion es

relativamente sencilla en laboratorio.

La remocion de zinc por la microalga estuvo relacionada directamente con la densidad
celular y la cantidad de zinc en el medio, a mayor concentracién del metal y densidad celular,

mayor es la capacidad de remocién observada.

La eficiencia de remocion de metales por las microalgas depende dependera de ciertas
condiciones del medio como la intensidad luminosa, el pH, edad del cultivo, cantidad inicial

implementada y los contaminantes que afectan la composicién de la biomasa.

La microalga C. vulgaris tuvo una buena capacidad de remocion del metal en el medio,

logrando una disminucién de la concentracion del metal hasta un 50%.
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El pH fue un factor importante en el proceso de sorcion debido a la competencia entre los
protones y los cationes metalicos por los sitios activos de la biomasa. Como tendencia

general, los niveles de sorcion aumentaron con el pH.

El modelo matematico de Zwietering, (1990), proporciond un ajuste en las variables de la

curva de crecimiento de los ensayos.

La adaptacion de la biomasa permite alcanzar concentraciones superiores a los valores limite
de emision de aguas residuales industriales, asi como también la eficiencia en la eliminacién
del zinc permite alcanzar concentraciones finales por debajo de los limites correspondientes
a 5,0 mg/l Zn, establecidos en el Decreto-Lei n° 236/98, de 1 de agosto (Arellano, 2007).
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Anexos

Anexo 1. Principales actividades industriales generadoras de metales pesados (Zn)
(Caviedes et al., 2015)

Tabla Al Actividades industriales generadoras de metales pesados

Industria Metales Contaminacion derivada
Mineria de
metales ferrosos | Cd, Cu, Ni. Cr, Co, Zn Drenaje dcido de mina, relaves, escombreras
Extraccion de
minerales As, Cd, Cu, Ni, Pb, Zn Presencia en las menas como en los subproductos
Fundicién As, Cd, Pb, Tl Procesado del mineral para obtencion de metales
Metahirgica Cr, Cu, Mn, Pb, Sb, Zn Procesado termico de metales
Aleaciones y Pb, Mo, Ni, Cu, Cd, As, Te, U, Zn Fabncacion, eliminacion y reciclaje de metales.
aceros Relaves y esconales
Gestion de Zn, Cu, Cd, Pb, Ni, Cr, Hg, Mn Incineracion de residuos o en lixiviados
Residuos
Corrosion Fe, Cr, Pb, Ni, Co, Zn Inestabilidad de los metales expuestos al medio
Metilica ambiente
Galvanoplastia Cr, Ni, Zn, Cu Los efluentes ligmdos de procesos de recubrimiento
Pinturas y Pb, Cr, As, Ti, Ba, Zn Residuos acuosos procedentes de la fabricacion y el
_pigmentos deterioro de la pintura vieja.
Baterias Pb, Sb, Zn, Cd, N1, Hg Fluido de la pila de residuos, la contaminacion del
suclo y las aguas subterrineas,
Flectrénica Ph, Cd, Hg. Pt, Au, Cr, As, Ni, Mn | Residuos metilicos acuosa y sélida desde el proceso de
fabricacion y reciclaje
Agricultura y Cd. Cr, Mo, Pb, U, V. Zn, As, Mn, | Contaminacion de escorrentin, aguas superficiales v
Ganaderia Cu subtermineas, la bioscumulacion planta
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Anexo 2. Recta de calibracion del zinc, medicion 1
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Figura A2 Recta de calibracion del zinc medicion 2
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Anexo 3 Recta de calibracion del zinc, medicion 2
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Figura A3 Recta de calibracion del zinc medicion 2
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Anexo 4 Recta de calibracion del zinc, medicion 3

0,30 -
0,25 -
(

0,20 -
80,15
<

0,10 1 y = 0,0896x + 0,0159

R? = 0,9936
0,05 -
L
0,00 T T T T T 1
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0
C(mg/L)

Figura A4 Recta de calibracion del zinc medicién 3
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