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RESUMEN

La presente investigacion se desarroll6 con el objetivo de remover iones de plomo
total mediante biomasa de la microalga Chlorella Vullgaris deshidratada. La obtencion de
la biomasa deshidratada, se realiz6 mediante cultivo en soluciones acuosas, utilizando
como medio de cultivo Bay Folan a concentracion 1 ml/L, a fotoperiodo de 12 horas e
inyeccién de oxigeno durante el horario diurno a temperatura ambiente. Por otro lado, los
ensayos de bioabsorcién se realizaron colocando en contacto 1.5, 2y 2.5 mg/L de biomasa
seca de Chlorella Vullgaris con soluciones de plomo total a concentraciones de 22, 46y 70
mg/L y ajustando el pH a 3, 5y 7 durante 20 minutos. Todos los ensayos fueron sometidos
a una velocidad de agitacion de 200 RPM, a temperatura ambiente de 21°Cy el pH ajustado
conforme a lo establecido por el disefio estadistico Box Behnken. En cuanto a los ensayos
con muestras de agua contaminada con plomo sometidas a agitacion, se determind que la
dosis Optima de microalgas, pH, y concentracion inicial de plomo para el proceso de
bioabsorcion, fueron 1.5 g/L, 7 y 50 mg/L, respectivamente; alcanzando reducir la
concentracion de este metal disuelto en el agua, hasta 1.28 mg/L, valor que representa al
2.83% de la concentracion inicial. Finalmente, la biomasa deshidratada de Chlorella
Vullgaris, present6 una eficiencia entre un 27.6% y 97.2% de bioabsorcién de plomo total
y los datos experimentales mostraron que el tipo de bioabsorcién que predominé fue de
tipo pasivo, el cual indica que el proceso de remocion de éste metal es independiente del
ciclo metabdlico biolégico y por ende es un tipo de bioacumulacién de metal en
microorganismos. Los resultados de la obtencién de la biomasa deshidratada de Chlorella
Vullgaris y su aplicacion en el agua contaminada con plomo indicaron que es un

microorganismo capaz de remover eficientemente plomo total disuelto en el agua.

Palabras clave: bioabsorcion, plomo, Chlorella Vullgaris, biomasa, microalga.
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ABSTRACT

The present investigation was developed with the objective of removing total lead ions
by means of biomass from the dehydrated Chlorella Vullgaris microalgae. The dehydrated
biomass was obtained by cultivating in aqueous solutions, using Bay Folan at 1 ml/L
concentration, 12-hour photoperiod and oxygen injection during the daytime at room
temperature. On the other hand, the bioabsorption tests were carried out by contacting 1.5,
2 and 2.5 g/L of dry biomass of Chlorella Vullgaris with total lead solutions at concentrations
of 22, 46 and 70 mg/L and adjusting the pH to 3, 5 and 7 for 20 minutes. All the tests were
subjected to a stirring speed of 200 RPM, at room temperature of 21 ° C and the pH adjusted
as established by the Box Behnken statistical design. Regarding the tests with samples of
water contaminated with lead subjected to agitation, it was determined that the optimal dose
of microalgae, pH, and initial concentration of lead for the bioabsorption process, were 1.5
g/L, 7 and 50 mg/L, respectively; reaching reduce the concentration of this metal dissolved
in the water, up to 1.28 mg/L, a value that represents 2.83% of the initial concentration.
Finally, the dehydrated biomass of Chlorella Vullgaris presented an efficiency between
27.6% and 97.2% of total lead bioabsorption and the experimental data showed that the
type of bioabsorption that predominated was a passive type, which indicates that the
removal process of this metal is independent of the biological metabolic cycle and therefore
is a type of bioaccumulation of metal in microorganisms. The results of obtaining the
dehydrated biomass of Chlorella Vullgaris and its application in the water contaminated with
lead indicated that it is a microorganism capable of efficiently removing total lead dissolved

in the water.

Keywords: bioabsorption, lead, Chlorella Vullgaris, biomass, microalgae.
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CAPITULO |

1. INTRODUCCION

1.1. Identificacion del Problema

La liberacion de metales pesados en el medio natural, tiene un marcado efecto sobre la
salud (Antonio & Lamphar, 2013). Precisamente, el plomo es y siempre ha sido, un
componente omnipresente del medio ambiente y esta presente universalmente en el hombre
y en los alimentos en pequefias cantidades. Se ha dicho que las reservas explotables de plomo
de la tierra suman alrededor de cien millones de toneladas. A través de la erosion de estos
depdsitos minerales, en los que el plomo estd presente principalmente como mineral de
sulfuro, galena, y a través de las emisiones de los volcanes activos, se estima que alrededor
de 210,000 toneladas de plomo se liberan anualmente al medio ambiente. Entonces, desde
antes de que el hombre comenzara a extraer plomo, hace muchos siglos, el plomo ha estado
presente en el suelo, rios, lagos y océanos y en el aire sobre ellos como resultado de estos

procesos naturales (Cook, 1977).

Por otro lado existen algunas actividades que conducen al enriqguecimiento del plomo y
otros metales pesados en el medio ambiente acuatico, estos incluyen: meteorizacion geolégica
natural, asi como el procesamiento industrial humano, la explotacién minera, la fundicion y la
industria metallrgica, la industria quimica, la impresion textil y la tincion de zinc, la fabricacion
de plasticos, pinturas y neumaticos, plantas de energia, combustion de gasolina y
combustibles fésiles, vetaria, refinacion de petroleo, produccién de cemento y ceramica,
produccion de acero, industrias agroquimicas y de alimentacion animal, galvano plastias, papel
y pulpa, preparacion de aleaciones, hilo de rayon de viscosa y produccién de fibra (Freitas,

Martins, Matos, & Boaventura, 2008). Entre los datos mas alarmantes, el Instituto de



Sanimetria y Evaluacién Sanitaria ha estimado que, segun datos de 2017, la exposicion al

plomo caus6 1,06 millones de defunciones nivel mundial (OMS, 2019).

En éste sentido, el Pert no es ajeno la presencia del plomo, puesto que es un pais con
abundante explotacion de la industria minera y es considerado el cuarto productor de éste
importante mineral, estando expuesto a la contaminacion ambiental formal e informal, asi como
a los residuos generados de ésta actividad, los conocidos relaves mineros (Banco Mundial,

2005).

Es preciso mencionar que, durante la historia de éste pais, se han reportado muchos
casos de contaminacion por plomo, con efectos en la salud publica y el medio ambiente.
Castro, Chirinos y Rios (2013); Espinoza et al. (2003); Ramirez, Paucar y Medina (1997)
hallaron la presencia de altos niveles plomo en la sangre de un grupo de personas aleatorias
en las ciudades de Lima, la Oroya, Huancayo y Yaupi, confirmando asi que los habitantes de
estas ciudades guardan relacion con la presencia de industrias y la densidad poblacional de

cada localidad.

Otros estudios en diversas comunidades de la ciudad minera de Cerro de Pasco
(Chaupimarca, Ayapoto y Paragsha) demostraron que el 53% de nifios y aproximadamente el
9% de mujeres en edad fértil mostraban intoxicacion por metales pesados con niveles de
plomo en sangre por encima de 10 ug/dL (Ramos et al., 2009). Igualmente, dos estudios de
comparacion entre sujetos varones adultos de Lima y Cerro de Pasco muestran mayores
niveles de plomo en sangre en varones de la ciudad de Cerro de Pasco, distribuidos entre
mineros y no mineros (G Gonzales, Lozano, Gasco, Tapia, & Gonzales, 2012; Gustavo

Gonzales, Gasco, Tapia, & Gonzales, 2009).

Cabe resaltar que, hasta la actualidad se han llevado a cabo grandes investigaciones

sobre el uso de tecnologias para el tratamiento de aguas contaminadas con metales pesados



y entre los métodos convencionales para el tratamiento de aguas residuales con presencia de
metales pesados, se incluyen: precipitacion, oxidacién, reduccién, intercambio idnico,
filtracién, tratamiento electroquimico, tecnologias de membranas y recuperacion por
evaporacion (Cafizares, 2000); sin embargo, estas no son econémicas y pueden generar
grandes cantidades de lodo quimico toxico, por lo que en los Ultimos afios se ha dado
relevancia al uso de técnicas no convencionales como: la fitorremediacion, la adsorcion, el uso
de biopolimeros, la hidrogeles, ceniza volante, entre otros (Caviedes, Mufioz, Perdomo,
Rodriguez, & Sandoval, 2015). Respecto a lo antes, es necesario recalcar también que el
tratamiento por métodos convencionales carecen de eficiencia, especialmente cuando la
concentracion de los metales es muy baja; por otro lado las técnicas no convencionales

ofrecen la posibilidad de hacerlo mejor y a menor costo (Cafiizares, 2000).

La biosorcion o absorcién por de metales pesados por parte de la biomasa microbiana o
vegetal no viva metabdlicamente inactiva se considera una tecnologia innovadora y alternativa
utilizada para extraer estos contaminantes de soluciones acuosas (Depa & Suresha, 2014 y
Saravanan, Brindha, & Krishnan, 2011). Chlorella Vullgaris es una alga verde unicelular
plancténica que se puede cultivar en aguas dulces y marinas, para luego ser utilizada como
recurso alimentario o en la industria cosmética, acuicultura, industria farmacéutica, etc., debido
a sus numerosos beneficios a la salud y se puede utilizar para eliminar varios iones de metales

pesados del agua contaminada en simultaneo (Aung, Hlaing, & Aye, 2008).

En este sentido, el propésito de la presente investigacion fue remover iones de Plomo total

por bioabsorcion mediante la aplicacion de biomasa de microalga deshidratada.

1.2. Justificacion de la Investigacion
El trabajo de investigacién sera relevante porque se dard a conocer tres niveles de

contaminacién de plomo en el agua y la importancia de mejorar la calidad del recurso hidrico



para evitar los efectos de estos contaminantes principalmente en la salud publica y el medio
ambiente.

Asimismo, el presente estudio es importante a nivel tedrico debido a que permitir
reforzar los conocimientos ya existentes, también presentara informacion actualizada sobre
las variables en estudio, puesto que se buscard hallar la asociacién entre el pH, la cantidad
optima de microalgas y su influencia sobre los tres diferentes niveles de contaminaciéon de
plomo, asimismo el tipo de remocidn relacionado a la bioabsorcion.

A nivel social, los resultados de la investigacion permitirdn que autoridades de la gestion
hidrica nacional, regional y local, asi como las empresas operadoras de plantas de tratamiento
de agua prioricen la construccion de plantas con tratamiento bioldgico, utilizando células de
microalgas Chlorella Vullgaris u otras similares, sobre todo en zonas con presencia similar de
contaminacién por plomo en el agua y de ésta manera proveer a la sociedad calidad de agua
para fines de consumo humano, recreacion, riego y conservacion del agua. Asimismo,
permitira ejecutar proyectos de sensibilizacion sobre la toxicidad del plomo y evitar el consumo
de agua subterranea en zonas cercanas a proyectos mineros principalmente.

A nivel cultural, permitird conocer acerca de la preservacion del agua, un recurso que
trasciende las épocas y culturas, que en el pasado no solo fue considerado un recurso, sino
como un emblema que debe cuidarse en las localidades. Asimismo, se brindara informacién
sobre la utilizacién de las microalgas como un recurso presente en aguas dulces y a nivel
cultural se desconoce aun la presencia de estos organismos, los cuales se pueden obtener en
los rios alto andinos, lagunas y el mar para utilizarse como medio de tratamiento de agua
contaminada por metales pesados.

A nivel econémico, la masa biol6gica deshidratada de la microalga Chlorella Vullgaris,
es un medio de tratamiento de bajo costo, ya que no se requiere grandes inversiones para su

obtencion, produccion y utilizacion comparado con los tratamientos convencionales.



Finalmente, esta investigacion generard apertura a futuros estudios nacionales e
internacionales para comparar resultados de acuerdo al lugar donde se realicen éstas, ademas
servirA como base para realizar propuestas de tratamiento de aguas superficiales
contaminadas por metales pesados o cuando se tengan indicios de este tipo de impacto

ambiental.

1.3. Presuposicion filoséfica

El desarrollo minero principalmente, en sus variadas formas ha ido incrementandose a
nivel mundial generando efectos mas negativos que positivos, sin considerar la repercusion
que trae verter relaves o residuos liquidos acumulados en su mayor cantidad de metales
pesados, que en efecto siempre ha generado problemas a pequefia y grande escala
poblacional. Por otro lado, la acumulacién de metales pesados ha repercutido también en toda
la clasificacion de los seres vivos del orden animal. Claramente el hombre hasta la actualidad
carece de la capacidad de gestion ambiental eficiente. Dios en su infinita misericordia nos ha
otorgado los recursos naturales aun tras la entrada del pecado en éste mundo, siendo estos,
los suficientes para nuestra existencia como lo menciona el libro de Filpenses 4:19.

En la actualidad, se conocen muchos ejemplos de contaminacion por metales pesados
generados por la industria minera, por ello el compromiso del investigador cristiano en materia
medioambiental debe ser de mantenerse como un mayordomo fiel, mostrar y ejecutar
metodologias de gestién a través del cuidado de la salud y la restauracion de la creacién de

Dios, ya que todo ser vivo lo necesita, como lo afirma el texto de Romanos 8:19.

1.4. Objetivo General
Evaluar la remocion iones de Plomo total por bioabsorcion mediante la aplicacion de

biomasa de microalga deshidratada.



1.5.

Objetivos Especificos

Obtener biomasa deshidratada de la microalga Chlorella Vullgaris apartir de su
produccion en soluciones acuosas.

Determinar las concentraciones Optimas de las variables microalgas, pH y
concentracion inicial de Plomo en el proceso de absorcién de iones de Plomo
total presentes en soluciones acuosas.

Determinar la eficiencia de la microalga Chlorella Vullgaris obtenida a partir de
su produccién a escala de laboratorio en la absorcién de iones de Plomo total

en soluciones acuosas.



CAPITULO I
2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Antecedentes
2.1.1. Internacionales

Klimmek, Stan, Wilke, Bunke & Buchholz (2001) examinaron treinta cepas de algas para
determinar su capacidad de biosorcién en la absorcion de cadmio, plomo, niquel y zinc de una
solucion acuosa. Los cultivos de algas se obtuvieron de la coleccién de cepas de algas en
Gottingen (SAG) y la coleccion de cepas en el Instituto de Biotecnologia, Universidad Técnica
de Berlin (ISA). Las células de algas frescas se cosecharon por centrifugacion, posteriormente
se lavaron con agua destilada y se liofilizaron. La biomasa liofilizada se molié en un mortero y
se tamiz6 hasta un tamafio de particula de 25° pum como maximo. Se prepararon patrones
metalicos de absorcién atémica (1000 ppm).

Se pudo observar una amplia gama de capacidades de adsorcion entre las diferentes
cepas de algas y entre los cuatro metales. La cyanophyceae Lyngbya taylorii exhibi6é altas
capacidades de absorcion para los cuatro metales. Asimismo, las algas mostraron
capacidades maximas segun el modelo de adsorcién de Lagmuir de 1,47 mmol de plomo, 0,37
mmol de cadmio, 0,65 mmol de niquel y 0,49 mmol de zinc por gramo de biomasa seca. El pH
optimo para L. taylorii estuvo entre 3y 7 para plomo, cadmio y zinc y entre 4 y 7 para niquel.
Los estudios con las algas indicaron una preferencia por la absorcion de plomo sobre cadmio,
niquel y zinc en una solucion de cuatro metales. Las capacidades de unidon a metales de L.
taylorii podrian mejorarse mediante la fosforilacién de la biomasa. El biosorbente modificado
demostr6 capacidades méximas de 2.52 mmol de cadmio, 3.08 mmol de plomo, 2.79 mmol de
niquel y 2.60 mmol de zinc por gramo de biomasa seca. Las investigaciones con L. taylorii
fosfatado indicaron altas capacidades para los cuatro metales también a pH bajo. Finalmente,

la selectividad se mantuvo bastante similar a las algas no modificadas.



Aksu & Kutsal (1990) investigaron la cinética de la biosorcion de iones de Cu (1), Zn (l1),
Fe (), Cr (V1) y Pb (ll) existentes en aguas residuales con la microalgas Chlorella Vullgaris en
un reactor por lotes agitado. En los estudios de bioabsorcion de dichos iones metalicos, las
temperaturas Optimas de adsorcion y los valores iniciales de pH para cada ion fueron
determinados en 25°C, 35°C, 25-35°C, 35-50°C, 35°C y pH 4.0-4.5, 4.0-4.5, 1.0-2.0, 1.5-2.0,
5.0 respectivamente. Las concentraciones iniciales de iones metalicos de 200 ppm dieron las
tasas de adsorcién mas altas para la mayoria de iones metéalicos. Se encontraron constantes
de adsorcién de Freundlich y grados de adsorcion correspondientes a las isotermas de
adsorcion de Freundlich que se constituyen a 25°C.

Seno et al. (2011) estudiaron la bioabsorcién de Ni?*, Zn?* y Pb?* por biomasa seca de
Arthrospira (Spirulina) platentis y Chlorella Vullgaris en funcién del tiempo de contacto y la
concentracion inicial de metales. Las microalgas se cultivaron por lotes en un fotobiorreactor
tubular a 82 + 5 mol fotones m2 s bajo control de pH mediante la adicién diaria de CO, puro.
C, Vullagris se cultivo en el medio basal de Bold a 20 + 1°Cy pH 7.0 £ 0.5. Al cabo de 20 dias
de fase estacionaria las células se centrifugaron durante 15 minutos a 3500 rpm.
Posteriormente, estas se lavaron hasta alcanzar un pH de 7.0, se secaron a 40°C durante 24
horas y se molieron para tamizarse en un tamiz de malla 120 (0.125 mm). Se prepararon
soluciones de metal de 100 Mm disolviendo (NOs)2. 6H20, Zn (NO3)2. 6H0 Y Pb (NO3)2. 6H.0
en agua desionizada de alta pureza y se almacenaron en matraces ambar a temperatura
ambiente (25 = 1°C), luego se pusieron en contacto las soluciones (100 ml) de estos con una
concentracion de metal creciente (0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5y 3.0 Mm) con 2 g/L de cada bisorbente.
Durante las pruebas se control6 el pH en el rango de 5.0-5.5, mediante la solucién de (NaOH)
y acidas (HNO:s). Las isotermas de equilibrio se evaluaron en términos de capacidad maxima
de sorcion y afinidad de sorcidn. Se considerd que los modelos cinéticos de pseudo primer y

segundo orden interpretan los datos experimentales, y éste ultimo describe mejor el sistema



de adsorcion. Se demostré que los modelos de Freundlich y Lagmuir describen bien las
isotermas de sorcion, lo que sugiere un mecanismo intermedio de sorcién mono/multicapa. C.
Vullgaris se comportdé como un mejor biosorbente debido a la mayor capacidad de absorciéon
de equilibrio (qe=0.499, 0.634 y 0.664 mmolg™, respectivamente). La eficiencia de eliminacion
disminuyé con el aumento de la concentracién de metales, sefialando un proceso de adsorcion
pasiva que involucra los sitios activos en la superficie de las biomasas. La espectroscopia FT-
IR evidenci6 que la eliminacion de iones se produjo principalmente por la interaccion entre los
grupos metalicos y carboxilatos presentes en ambas paredes celulares.

Sandau, Sandau, Pulz & Zimmermann (1996) realizaron experimentos de sorcién de
metales pesados utilizando Fucu vesiculosus no viable, Ascophyllurn nodosum y subproductos
de algas para investigar los factores que influyen y optimizan la biosorcién de metales pesados.
La biomasa cultivada se lavé en agua desionizada para reducir la conductividad de la solucion
acuosa circundante a 50 uS/cm. Después de secar (40°C), la biomasa se desintegré a un
tamafio de particula de 2-3 mm. Los metales se agregaron al agua desionizada en forma de
nitrato de Cadmio, Cinc, Plomo y cobre. El valor del pH, la concentracién de biomasa, la
concentracion de metales pesados, la especie de metales pesados, los iones competidores,
las variedades de algas y el tiempo fueron los pardmetros mas decisivos. Las isotermas de
sorcion mostraron capacidades de sorcion crecientes y eficiencias de sorcién decrecientes con
un aumento en la concentracion inicial de metales pesados. La concentracién de biomasa
influyé mucho en las eficiencias de sorcion, pero redujo la capacidad de sorcion por gramo de
biomasa. El valor de pH control6 la sorcion (pH 3-7) y la desorcion (pH 1-2) decisivamente.
Ademas de las aguas modelo contaminadas con metales pesados, los efluentes industriales
reales tratados exitosamente por sorbentes de algas en experimentos por lotes y pruebas

continuas en columna.



Inthorn, Sidtitoon, Silapanuntakul, & Incharoensakdi (2002), investigaron la eliminacion
de mercurio (Hg), Cadmio (Cd) y Plomo (Pb) en soluciones acuosas. Cuarenta y seis cepas
de microalgas de la Coleccion de Cultivos BIOTECH(NSTDA), el Centro de Recursos
Microbiologicos (TISTR) y el Instituto de Investigacion y Desarrollo de Alimentos, 3 cepas
recolectadas de areas naturales e industriales tailandesas y 3 cepas de la coleccion de cultivos
de la Universidad de Gottingen. En algas verdes, la mayor remocion de Hg fue por
Scenedesmus sp., Chlorococcum sp., Chlorella Vullgaris var. Vularis y Fischerella sp., (97%,
96%, 94% y 92%, respectivamente). En las algas verde azuladas, la mayor remocion de Hg
fue por Lyngbya spiralis, Tolypothirx tenuis, Stigonema sp., Phormidium molle (96%, 94%, 94%
y 93%, respectivamente). Para la eliminacion de Cd en algas verdes, la mas alta fue por
Chlorococcum sp., T5, Fischerella sp., Chlorella Vullgaris var, vulgaris y Scenedesmus acutus
(94%, 94%, 91%, 89% y 88%, respectivamente). En las algas verde azuladas, la mayor
remocion de Cd fue Lyngbya heironymussi, Gloeocapsa sp., Phormidium molle, Oscillatoria
jasorvensis y Nostoc sp. (97%, 96%, 95%, 94% y 94%, respectivamente). En las algas verdes,
la mayor eliminacién de Pb fue por Scenedesmus acutus, Chlorella Vullgaris var vulgaris,
Chlorella Vullgaris, Scenedesmus vacuolatus y Chlorella Vullgaris, (89%, 88%, 85%, 85% y
84%, respectivamente). En algas verde azuladas, la mayor eliminacion de Pb fue por Noscoc
punciforme, Oscillatoria agardhii, Gloeocapsa sp., Nostoc piscinale, Nostoc commune y Nostoc
paludosum (98%, 96%, 96%, 94%, 94% y 92%, respectivamente).

Scenedesmus acutus tuvo el mayor factor de concentracion (CF) en 3,412, 4,591y 4,078
para Hg, Cd y Pb, respectivamente. Tolypothrix tenuis tuvo la capacidad de adsorcion maxima
més alta de 27 mg Hg/g de peso seco a una concentracion minima de 1.04 mg/L.
Scenedesmus acutus tuvo la capacidad de adsorcion maxima mas alta de 110 mg de Cd/g de

peso seco a una concentracion minima de 48 mg/L y Chlorella Vullgaris tuvo la capacidad de
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absorcion méxima mas alta de 127 mg de Pb/g de peso seco a una concentracion minima de
130 mg/L.

Motrel (2017) investigd la posibilidad de eliminar minerales téxicos presentes en el agua,
especificamente arsénico y boro, utilizando microalgas. La microalga Chlamydomonas
reinhardtii fue seleccionada y contactada con estos elementos (arsénico y boro), de forma
individual y analizé la capacidad de la biomasa para eliminarlos de una solucién acuosa.
También se analizaron los principales factores que afectan el proceso de bioadsorcion y se
estudi6 la capacidad de biorremediacion utilizando tres puntos de la escala de pH (5.5, 7 y
9.5); modificando el estado de la biomasa (viva y muerta) y la concentracion de esta (1 g/Ly 5
g/L). Ademas, se estudio la cinética y la capacidad de bioadsorciéon en 6 tiempos diferentes
hasta 3 horas de contacto. Finalmente, se realiz6 un estudio de caracterizacion FTIR
(espectroscopia transformada infrarroja de Fourier) para analizar los centros activos que
intervinieron en el proceso. Los resultados mostraron que el pH con las condiciones mas
optimas de remocion, es 7 y el tiempo necesario para alcanzar una concentracion de mineral
eliminado, fue 30 minutos. Ademas, se determind que a 5 g/L se produce una pérdida de la
capacidad de adsorcién de la biomasa en comparacion con 1 g/L. En el caso de los estudios
de boro, la remociéon de este elemento se asocia en un alto porcentaje al proceso de
precipitacion en presencia de microalgas y se registra una asociacion con el comienzo del
proceso de bioacumulacion por parte de las microalgas a las 3 horas de contacto con la
solucion que presenta arsénico. El andlisis FTIR confirma la unién del arsénico con la biomasa
a través de los grupos carboxilicos y la precipitacion del boro al modificar los grupos hidroxilo
respecto a la biomasa original.

Valle, G. (2007) realiz6 una investigacion para disminuir el exceso de cadmio y zinc
presentes en aguas residuales urbanas, evalu6 la capacidad de remocién utilizando tres

especies de microalgas Chlorella vulgaris, Scenedesmus obliquus y cianobacteria
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Synechococcus sp. Se encontré que los cultivos de las tres especies crecen a concentraciones
usadas de Cd (0.2 mg/L) y Zn (16 mg/L) agregados individualmente y combinados. Los
resultados mostraron que manteniendo cultivos de Synechococcus sp a concentraciones bajas
yaltasde Cd (1 y 2 mg/L) y Zn (50 y 75 mg/L), esta especie puede desarrollarse en las dos
concentraciones de Cd y bajo Concentraciones de Zn. Sin embargo, con la adicién de 75 mg/L
de Zn, el cultivo de Synechococcus sp mostré mortalidad. Se determind que la especie
Synechococcus sp. elimina casi el 100% del Zn agregado, ademas puede eliminar
eficientemente el Cd y el Zn del medio de cultivo, por lo que esta cianobacteria tiene el
potencial de ser utilizada en técnicas de biorremediacion para la eliminacion de metales en

efluentes provenientes de aguas residuales.

2.1.2. Nacionales

Tantte (2018) evalué la capacidad de depurar el nitrogeno fésforo y plomo de aguas
residuales domésticas de la ciudad de Huaura, mediante la aplicacion de la microalga Chlorella
vulgaris Beyerinck inmovilizada en esferas de alginato. Replic6 la cepa de Chlorella vulgaris
haciendo conteos diarios mediante la cAmara de Neubauer hasta llegar a una concentracién
de 1,4x107 cel/ml, para posteriormente inmovilizarla en alginato de sodio. Empleé
fotobiorreactores de luz interna con aireacion constante. La capacidad de remocion se evalud
durante 30 dias, tomando muestras cada semana y analizando los niveles de nutrientes
(fésforo y nitr6geno), asi como los niveles de plomo mediante espectrofotometria. El
experimento cont6 con 15 unidades experimentales para un control y cuatro tratamientos con
distintas concentraciones de nutrientes y plomo. El tratamiento 2 fue el que tuvo mayor
porcentaje de remocién de plomo y fosforo, con un 66 y 75 por ciento respectivamente, en
cuanto al nitrégeno, todos los tratamientos removieron el nitrdgeno dejandolo en una
concentracion menor a 0,5 mg / L. El mayor porcentaje de depuracion se dio entre la primera

y segunda semana.
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Galvan & Rozas (2013) evaluaron la remocion de Arsénico de efluentes del Parque
Industrial de Rio Seco (PIRS), mediante bioabsorcion con Chlorella vulgaris a escala de
laboratorio, para ello mediante diluciones sucesivas se obtuvo el cultivo puro de la microalga
de efluentes de la planta de tratamiento de Chilpina, se evalué la resistencia mediante el
crecimiento de Chlorella vulgaris, en matraces de 250 mL con la aplicacion de 1.6, 3.2y 6.4

mg/L de Arsénico lll en forma de Na; HASO:s.

La capacidad de bioabsorcién de Arsénico de efluentes del PIRS, se evalué mediante la
concentracion de Clorofila A 'y la concentracion residual de Arsénico después de someter a los
efluentes a las velocidades de flujo de 20, 40 y 80 mL/min en un sistema de flujo por gravedad,
construido mediante contenedores interconectados empacados con 1.5L cultivo puro de

Chlorella vulgaris.

La evaluacién de la toxicidad se realizé para el efluente que presentdé la menor
concentracion residual de Arsénico en el sistema de flujo por gravedad mediante un bioensayo,
donde se evalud la mortalidad de neonatos de Daphnia magna “pulga de agua” asi como la
determinacion de la concentracion letal media ClLso. Los resultados demostraron una
efectivaremocion de Arsénico por Chlorella vulgaris, evidenciada por un mayor crecimiento en
presencia de diferentes concentraciones de Arsénico Ill en comparacion con el cultivo puro de
Chlorella vulgaris. La capacidad de remocién de Arsénico en efluentes del PIRS, mediante el
sistema de flujo por gravedad fue mayor a la velocidad de flujo de 20 mL / min con una
remocién del 60.05%, mostrando una reduccion leve de biomasa evidenciada por la
disminucién en la concentracion de clorofila A, presentando un 50% de mortalidad de neonatos
de Daphnia magna a 48 hrs. con 3.25mg/L, concentracion menos toxica en comparacion a las
reportadas por presentarse una transformacion del Arsénico en formas organicas menos

toxicas.
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Bartra (2016) evaluo la remocion de arsénico utilizando la microalga Chlorella vulgaris
en aguas superficiales del rio Uchusuma en Tacna, utilizando una serie de tratamientos en
matraces de 500 ml con cultivos de 5 mL de microalga y con concentraciones de arsénico de
20, 40, 60, 80 y 100% respectivamente, los mismos que complementaron la composicion con
el nutriente (Bayfoland). El disefio fue Experimental y se tuvo como un valor inicial de 0,119
mg / L de As Total el cual se instal6 en el Laboratorio de Calidad de aguas de la Escuela

Profesional de Ingenieria Ambiental (EPIAM).

La evaluacion de la densidad celular y/o crecimiento de la microalga Chlorella vulgaris
se realiz6 mediante la cAmara de Neubauer de 0.1 mm de profundidad y para medir el nivel

del arsénico se utiliz6 el test kit de HACH.

En los resultados, se pudo observar que la microalga Chlorella vulgaris presenté una
tolerancia, alta tasa, rapidez de crecimiento y absorcién del metaloide a la exposicién continua
y en distintas concentraciones de arsénico, ademas que el crecimiento celular se triplicé en el
dia 7 y 8 favorecido por los nutrientes afladidos y por los componentes inorganicos presentes
en el agua; Asimismo, no se observé diferencias estadistica significativas entre los 05 (cinco)
tratamientos teniendo un porcentaje de remocién superior al 60%. Se recomienda profundizar

estudios de aplicacion de microalgas para la remocién de metales y metaloides.

2.2. Metales pesados

Se considera como componentes de la corteza terrestre, sin embargo, otros pueden ser
generados antropogénicamente, como las actividades ganaderas, agricolas, industriales,
minerales (Ouyang et al., 2006). Mejia (2006) explica que el cobre, zinc o el manganeso
participan en las funciones fisioldgicas y bioquimicas de los organismos vivos; entre tanto los
metales como el cadmio, plomo y mercurio son no fundamentales (no cumplen una funcién

biol6gica conocida) y son distinguidos por causar numerosos dafios en organismos a minimas
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concentraciones, las mismas que dependera seguln las vias de exposicion y la naturaleza
quimica del metal y otros. También pueden actuar como eficaces toxicos, tanto para los
ecosistemas y los seres humanos, segun las vias de exposicion, la dosis absorbida y la
naturaleza quimica del metal (Llobet, Schuhmacher, & Domingo, 2000).

Segun Duffus (2002), para la definicién de los metales en particular se usa la densidad,
numero atémico y peso atomico. Ademas, son clasificados en tres grupos: metales preciosos
Pt, Pd, Ag, Au, Ru; radionucleétidos: U, Th, Ra, Am y metales toxicos Cr, Hg, Pb, Zn, Cu, Ni,
Cd, As, Co Sn. Wang y Chen (2009).

A continuacién, la Tabla 1 muestra algunas definiciones de los metales segun sus

propiedades.
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Tabla 1. Los metales pesados clasificados segun su densidad, peso atdmico y numero

atomico.

Propiedades

Definicion

Referencia

Densidad

Peso
atémico

NUmero
atémico

Metales con densidad > a 4 g/cm3

Metales con densidad > a 5 g/cm3

Metales con densidad > a 6 g/cm3.

Metales con densidad > a 7 g/cm3.

Metales con mayor peso atémico.

Metales con mayor peso atémico que el del
sodio (23)

Metales con mayor peso atémico que el del
sodio (23).

Metales con mayor peso atémico, tales
como Cadmio, estafio, mercurio y plomo.

Metales con elevado peso atomico, que
pueden dafar a los seres vivos y se
extienden al acumularse en la cadena
alimentaria, tales como cadmio, mercurio y
plomo.

Metal con nimero atbmico mayor que el
del calcio (35)

Elemento con > namero atémico entre 21y
92

Metal con un namero atémico > que 20.

Enciclopedia Internacional de Ciencia Quimica (1964)

Diccionario Quimico (1987)
3° Nuevo Diccionario Internacional (1976)
Enciclopedia de la conciso de bioquimica (1983)

El diccionario de la casa del azar de la lengua
inglesa (1987)
Diccionario McGraw-Hill de términos cientificos y
técnicos (1989)
Mathie y Lozet (1991)

Diccionario de Prensa Académico Ciencia y
Tecnologia (1992)

Thornton (1995)
Davies (1987)
Bjerrum (1936)

El medio ambiente: Un diccionario del mundo que
nos rodea (1976)

Diccionario de Ciencia de Oxford (1999)

Diccionario Quimico técnico concisa (1986)

Diccionario Quimico Condensado (1993)

Kemp (1998)

Hunt (1999)

Longman Diccionario de ciencia ambiente (1998)

Luckey y Venugopal (1975)

Lyman (1995)

Phipps (1981)

Diccionario Collins de Biologia (1988)
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2.3. Plomo

Es un metal blando, gris, naturalmente presente en los suelos, componente traza de
minerales comunes formadores de roca y facilmente resistentes a la intemperie, y un
componente principal de varios minerales de sulfuro, sulfato, 6xido, carbonato y silicato.
También puede existir en diferentes estados de oxidacién (Pb, Pb?*, Pb*). El catién Pb?* es
un acido en el sentido de Lewis, puede unirse a varios iones en el medio. Esta en el Grupo
XIV b de la Tabla periédica y tiene un peso atdbmico de 207.2 y se encuentra entre los 23
metales que son de gran preocupacion para el medio ambiente y la salud humana. (Amari,

Ghnaya, & Abdelly, 2017).

2.3.1. Origen del plomo

Las fuentes importantes de contaminacion ambiental incluyen actividades de mineria,
fundicion, fabricacién y reciclaje y, en algunos paises, el uso continuo de pintura con plomo,
gasolina con plomo y combustible de aviacién con plomo. Mas de las tres cuartas partes del
consumo mundial de plomo es para la fabricacion de baterias de plomo-acido para vehiculos
automotores. Sin embargo, el plomo también se usa en muchos otros productos, por ejemplo,
pigmentos, pinturas, soldaduras, vidrieras, cristaleria de plomo, municiones, esmaltes
ceramicos, joyas, juguetes y en algunos cosméticos y medicinas tradicionales. El agua potable
suministrada a través de tuberias de plomo o tuberias unidas con soldadura de plomo puede
contener plomo. Gran parte del liderazgo en el comercio mundial ahora se obtiene del

reciclaje.

2.3.2. Vias de exposicion al plomo
Segun la OMS (2018), las personas pueden quedar expuestas al plomo a través de

fuentes ocupacionales y ambientales. Esto se debe principalmente a:
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¢ inhalacion de particulas de plomo generadas por la quema de materiales que
contienen plomo, por ejemplo, durante la fundicion, el reciclaje, la eliminacion
de pintura con plomo y el uso de gasolina con plomo o combustible de aviacion
con plomo; y

e ingestion de polvo, agua (de tuberias con plomo) y alimentos contaminados con
plomo (de recipientes con plomo o con soldadura de plomo).

Una fuente adicional de exposicion es el uso de ciertos tipos de cosmeéticos y
medicamentos no regulados. Se han reportado altos niveles de plomo, por ejemplo, en ciertos
tipos de kohl, asi como en algunos medicamentos tradicionales utilizados en paises como
India, México y Vietnam. Por lo tanto, los consumidores deben tener cuidado solo para comprar
y usar productos regulados.

Los nifios pequefios son particularmente vulnerables a la intoxicacién por plomo porque
absorben de 4 a 5 veces mas plomo ingerido que los adultos de una fuente
determinada. Ademas, la curiosidad innata de los nifios y su comportamiento de boca a boca
apropiado para su edad provocan que traguen y traguen objetos que contienen plomo o
recubiertos de plomo, como tierra contaminada o polvo y escamas de pintura que contiene
plomo en descomposicion. Esta ruta de exposicion se magnifica en nifilos con un trastorno
psicolégico llamado pica (antojos persistentes y compulsivos de comer articulos no
alimentarios), que pueden, por ejemplo, recoger y comer pintura con plomo de paredes,
marcos de puertas y muebles. La exposicion al suelo y al polvo contaminados con plomo como
resultado del reciclaje de baterias y la mineria ha causado envenenamiento masivo con plomo
y multiples muertes en nifios pequefios en Nigeria, Senegal y otros paises.

Una vez que el plomo ingresa al cuerpo, se distribuye a érganos como el cerebro, los
rifiones, el higado y los huesos. El cuerpo almacena plomo en los dientes y huesos donde se

acumula con el tiempo. El plomo almacenado en el hueso puede volver a movilizarse en la
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sangre durante el embarazo, exponiendo asi al feto. Los nifios desnutridos son mas
susceptibles al plomo porque sus cuerpos absorben mas plomo si faltan otros nutrientes, como
el calcio o el hierro. Los nifios con mayor riesgo son los muy pequefios (incluido el feto en

desarrollo) y los econémicamente desfavorecidos.

2.3.3. Principales impactos del plomo en la salud

El centro de Investigacién de Sustancias Peligrosas (EE. UU.) Claramente clasifico a los
metales pesados compuestos metdlicos individuales que pueden afectar la salud humana. Son
elementos estables (es decir, no pueden ser metabolizados por el cuerpo), que podrian ser
bioacumulados (transmitidos por la cadena alimentaria a los humanos). Aunque se conocen
los efectos adversos para la salud.

Desde hace mucho tiempo, la exposicidon a metales pesados contindia e incluso aumenta
en algunas regiones. Estos son contaminantes ambientales clave en regiones con alta presion
antropogénica; y su presencia, incluso en trazas, puede causar serios problemas a varios

organismos y humanos.

2.3.4. Principales impactos del plomo en el ambiente

La eliminacion arbitraria de desechos industriales y domésticos (que contienen metales
pesados) en los ecosistemas acuaticos, amenaza los organismos acuaticos que habitan. Los
organismos responden activamente para protegerse del envenenamiento por metales en sitios
contaminados.

Debido a su movilidad en los ecosistemas acuaticos y su toxicidad para formas de vida
superiores, los metales pesados en los suministros de agua subterranea y superficial se han
priorizado como los principales contaminantes inorganicos en el medio ambiente. Incluso si
estan presentes en cantidades diluidas indetectables, su recalcitrancia y consecuente

persistencia en los cuerpos de agua implica que, a través de procesos naturales como la
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biomagnificacion, las concentraciones pueden elevarse hasta tal punto que comienzan a
exhibir caracteristicas toxicas. En este contexto, Khan et al. (2008) declararon que los HM mas
alla de los limites permisibles en el medio ambiente acuatico causan toxicidad directa para los
humanos y otras formas de vida. El agua comprende uno de los principales portales de entrada
de estos elementos desagradables en el cuerpo humano; por lo tanto, incluso la EPA (2009)
ha definido el nivel maximo de contaminantes para ciertos metales (es decir, las
concentraciones de Hg, Pb, Cr, Cu, Cd, Zn y Ni en el agua potable no deben exceder 0.002,

0.015, 0.1, 1.3, 0.005, 5, y 0.04 mg/1, respectivamente).
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2.4. Modelo conceptual de exposicion al plomo
A continuacién, se muestra en la Figura 1 el modelo conceptual para las vias de exposicién a

la salud publica en poblaciones cercanas a actividades mineras.

Relaves de mina y
residuos de rocas

Efluentes vertidos

4
de pilas dg relaves
3

Granos de cereales

Multiples vias de exposicion

1. Efluentas acvosos qua ingresan 2 sistemas de agvas superficiales v subterraneas
2. Polvo contaminado entrando en cuerpos 2 azva suparficiales
3. Agzuas suparficizles v subterrinsas contaminadas utilizadas para risgo v azva potable]
4. Eliminacion é= particulas contaminadas =n sp=los azricolas
5. Captacion de las plantas d= los suzlos
6. Consumeo d= plantas contaminadas

Figura 1. Vias de exposicién a metales pesados.
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2.5. Movilizaciéon natural de los metales pesados hacia las fuentes hidricas

La movilidad de los metales en estudio es consecuencia de las interacciones solidos —
liquidos y la accion del agua. De acuerdo Solano, M (2006), la procedencia de estos metales
de la hidrometalurgia, el transporte hacia una fuente hidrica puede ser mediante la accion del

agua, en forma soluble, particulada y por la accién del viento, tal como se muestra en la Figura

VIENTO -

Movilizacién por
accion del viento:

Me particulado AGUA

2.
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AGUAS SUBTERRANEAS

Figura 2. Movilizacion natural de los metales pesados por accion del
agua y el viento.

Ademas, Solano (2006) afirma que existen agentes causantes de la movilizacion de
estos metales en el agua, estos pueden someterse a diferentes procesos migratorios en forma
soluble o lavada, y en particulado:

e Lavado ascendente, incluso precipitando en la superficie del suelo
formando, generalmente y sales hidratadas.
e Lavado descendente, pudiendo perderse del perfil, alcanzando la capa

fredtica, y llegar a las aguas subterraneas.
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e Lavado lateral desde zonas topograficamente mas altas hacia aguas
superficiales abajo.

e Arrastre disuelto por las aguas de escorrentia, por la superficie del suelo.

e Arrastre particulado desde zonas topograficamente mas altas hacia aguas

abajo

2.6. Tecnologias parala eliminacion de metales pesados
Actualmente existen numerosos métodos que permiten tratar la contaminacion producto

de efluentes industriales, con el fin de reducir el dafio que provocan en el medio ambiente.

2.6.1. Métodos tradicionales paralaremocion de metales pesados en el
agua

2.6.1.1. Precipitacion quimica
La precipitacién quimica, es la técnica mas usada en el tratamiento de los metales
(Edzwald, 2011). Consiste en la eliminacion del ion metalico indeseable disperso, por adicién
de un reactivo. Normalmente, las especies metalicas en disolucién precipitan al aumentar el
pH. El proceso tiene lugar al desolubilizarse el metal y formarse el precipitado. Este método
de precipitacién con hidréxido no es efectivo cuando en el efluente hay materia organica, pues
los compuestos organicos de plomo no precipitan y su mantenimiento es costoso debido ala

alta generacion de lodos precipitados (Lankford & Eckenfelder, 1990).

2.6.1.2. Intercambio iGnico
El intercambio i6nico es el proceso a través del cual los iones en solucion se transfieren
a una matriz sélida que, a su vez, libera iones de un tipo diferente, pero de la misma carga y
las principales ventajas de este tipo de tratamiento son la recuperacién del valor del metal, la
selectividad, el menor volumen de lodo producido y el cumplimiento de estrictas

especificaciones de descarga. (Zewail & Yousef, 2015).
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2.6.1.3. Adsorcion
Es un proceso que facilita la obtencion activa o pasiva de iones metélicos, debido a la
propiedad que diversas biomasas vivas 0 muertas poseen para secuestrar y acumular
diferentes contaminantes biodegradables y no biodegradables de las aguas residuales
(Bankole et al., 2019) y (Tejada-tovar & Villabona-ortiz, 2015), ademas presenta remocion de
una amplia variedad de contaminantes de una fase fluida y probablemente selectiva
dependiendo del adsorbente del cual depende también su rendimiento, basicamente, por la

estructura fisica del contaminante (Huang et al., 2014).

2.6.1.4. Tecnologia de membranas

En principio, una tecnologia de membrana actlia como una barrera que inhibe el paso
de ciertos constituyentes al tiempo que permite que otros constituyentes pasen a través de
ellos. Las corrientes tratadas y recogidas se denominan permeado, mientras que el
componente rechazado se denomina retenido (Abdullah, Yusof, Lau, Jaafar, & Ismail, 2019),
y en sintesis existen cuatro categorias amplias de membranas: Microfiltracion (MF),
ultrafiltracion (UF), nanofiltracién (NF) y osmosis inversa (RO) (Liu, Edraki, Malekizadeh,
Schenk, & Berry, 2019) y (McGraw-Hill, 2002).

Ademas, presenta altas eficiencias, es de facil portabilidad, requiere poco espacio y no
es selectiva, pero genera una gran cantidad de lodos que contienen metales. Las membranas
pueden clasificarse de acuerdo a diferentes caracteristicas, como su peso molecular de corte,
material de la membrana, permeabilidad y solubilidad del soluto y el solvente en la pelicula,

superficie y espesor activo de la pelicula, asi como la carga de su superficie.
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2.6.1.5. Procesos electroquimicos

Se maneja las técnicas electroquimicas, haciendo pasar una corriente eléctrica a través
del agua (un electrolito) e incitando reacciones de oxidacion-reduccion tanto en el polo
negativo como en el polo positivo, se usa mayormente para la desalinizacion de agua de mar,
pero también esta metodologia se aplica en la recuperacion de metales pesados (G. Chen,
2004). De manera que, se utiliza energia eléctrica como linea de descontaminacién ambiental,
las principales desventajas de este proceso es el coste econdmico. Las desventajas nacen de
la multiplicidad de los equipos, la utilizacién de reactivos como de la presencia de fangos y la

selectividad (Baker, 2004).

2.6.1.6. Extracciones organicas
Segun McEldowney (1990), las extracciones organicas son técnicas de separacion bien
determinadas y de extenso uso en la eliminacion de metales contaminantes de efluentes
industriales. Esta técnica se emplea fundamentalmente en procesos industriales a gran escala

donde las concentraciones de contaminantes son elevadas.

En la Tabla 2, se muestra los métodos mas utilizados que se fundamentan en
sus propiedades fisicas y/o quimicas de los contaminantes, asimismo las ventajas y

desventajas que presentan.
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Tabla 2. Ventajas y desventajas de los principales tratamientos para el tratamiento de las

aguas contaminadas por metales pesados.

Métodos Ventajas Desventajas
Alta capacidad de tratamiento.
Adsorcion Su rendimiento depende
Cinética rapida. del adsorbente.
Posible de seleccionar.
Requiere elevada
Osmosis inversa Genera efluentes puros. presion.
Por su Elevado coste.
isi - . Sensibilidad a la
naturaleza fisica . Posibilidad de recuperacién de .
Intercambio presencia de las
o metales. ,
idnico particulas.

Tecnologia por
membrana

Precipitacion

guimica
Floculacion
Por su
naturaleza
guimica

Tratamiento
electroquimico

Evaporacion

Alta regeneracion.
Requiere poco espacio.

Baja generacidn de residuos
solidos.

Sin selectividad de minerales.

Capacidad de inactivacion
bacteriana

Tolerancia a sdlidos
suspendidos.

Selectividad del mineral
moderado.

Generacion de efluentes puros.

Elevado coste.

Colmatacién de la
membrana.

Elevado coste.

Separacion ineficiente a

elevadas concentraciones

Generacion de lodos.

Consumo del solvente.

Concentraciones de
tratamiento.

Caro para elevadas
concentraciones.

Generacion de grandes
cantidades de lodo.

Energia intensa.

Estos métodos mencionados presentan desventajas al ocasionar grandes cantidades de

lodos y resultan ineficaces a la hora de reducir las concentracion de metales dentro del rango

0-100 mg/l (Motrel, 2017).
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Por lo tanto, permiten buscar nuevas alternativas mas eficientes, de bajo costo y
amigables al medio ambiente. Por tal motivo nace la idea de emplear materiales biol6gicos
con el fin de tratar estos minerales como una alternativa al tratamiento de las aguas
contaminadas, por el hecho simple que estos materiales no generan contaminantes (Monteiro,

Castro, & Malcata, 2012).

2.6.2. Meétodos biolégicos paralaremocion de metales pesados en el agua
Marivela y otros (2002) mencionan que este proceso puede clasificarse conforme al

medio bioldgico que ejecute la degradacion del compuesto xenobi6tico, en los siguientes:

2.6.2.1. Fitorremediacion
Consiste en usar plantas verdes para remover 0 neutralizar metales pesados o
radionucleidos. Prototipo de ello es el uso de la “especie Thlaspi caurulencens en suelos
contaminados” con Zn y Cd. Lombi et al. (2001) determinaron que ésta especie disminuye
mayor de 7 mg/Kg de Cd y > 1099 mg/Kg de Zn, es decir el 43y 7 % de estos metales

respectivamente en suelos agricolas (Tirado, 2014).

2.6.2.2. Biorremediacién animal
Consiste en usar animales que actllan como agentes descontaminantes, ya que pueden
desarrollarse en medios con fuerte toxicidad y poseen en su interior microorganismos capaces

de retener los metales pesados (Ahluwalia & Goyal, 2007).

2.6.2.3. Biorremediacion microbiana
Existe la posibilidad del uso de bacterias con la propiedad de acumular o metabolizar
metales pesados. Segun Sanchez (1999) la biorremediacion no es mas que el empleo de
sistemas bioldgicos (algas, bacterias, levaduras, hongos y plantas superiores) para eliminar

los contaminantes del suelo, agua o gases.
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2.7. Microalgas

Las microalgas se definen como organismos microscopicos, eucariotas, capaces de
obtener la energia necesaria para llevar a cabo sus actividades biolégicas mediante la
fotosintesis. Se desarrollan en medios acuaticos y son de tamafios variables. Ademas, son
especies naturales e inocuas, que presentan contenidos de compuestos organicos en sus
procesos metabdlicos. Esta caracteristica les permite ser aceptados como material capaz de
remediar la contaminacién hidrica por ser amigables al medio ambiente (Plaza, 2012). En
términos de biomasa, forman el grupo méas grande del mundo de productores primarios,

responsables de al menos el 32% de la fotosintesis global (Priyadarshani, Sahu, & Rath, 2012).

2.7.1. Las microalgas y su potencial en la remocion de metales pesados

Las microalgas son organismos acuaticos que poseen mecanismos moleculares que les
permiten discriminar metales pesados no esenciales de los esenciales para su crecimiento
(Perales, Pefa, & Cafiizares, 2006). Los beneficios que incluyen, son: capacidad rapida de
absorcion de metal, ahorro de tiempo y energia, ecoldgico, facil de usar, ocurrencia durante
todo el afo, facilidad de manejo, reciclable / reutilizable, bajo costo, tasa de crecimiento mas
rapida (en comparacién con plantas superiores), alta eficiencia, gran relaciéon superficie /
volumen, capacidad para unir hasta el 10% de su biomasa, con alta selectividad (que mejora
su rendimiento), no genera residuos téxicos, no requiere sintesis, es Util tanto en sistemas
discontinuos como continuos, y aplicabilidad a aguas que contienen concentraciones de
metales o niveles relativamente bajos de contaminantes (Monteiro et al., 2012).

Asimismo, diversos estudios consideran importantes a los siguientes factores, el alga y
microalga empleada, el pH, la concentracion del metal, los componentes o las formas quimicas

del metal, la temperatura y la presencia de oxigeno en el medio (Lara, 2008).
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2.7.2. Aplicacion de biomasa muerta versus biomasa viva
La biomasa de algas vivas necesita minimos nutrientes y condiciones ambientales,
mientras que la biomasa muerta no requiere nutrientes u oxigeno especifico; Ademas, también
podrian eliminar los HM de las soluciones multimetales (Rajamani et al., 2007).
2.7.3. Tipos de Microalgas
2.7.3.1. Algas verdes
Son organismos eucariotas clasificados como el phylum Chlorophyta. Este tipo de algas
se caracteriza por contener clorofila ay b y por sus cuatro flagelos, siendo éstos ultimos muy
importantes en la motilidad. Por otro lado, su capacidad de produccion de almidén y aceite
para almacenarse dentro de la célula, est4 condicionado por la disponibilidad de nutrientes.
Este tipo de organismos es frecuentemente explotado para fines comerciales. La Chlorella es

un claro ejemplo de las Chlorophyta utilizada para este fin (Ayala, 2015).

2.7.3.2. Algas rojas
También llamados rodofitas, se diferencian de las demas por la carencia de flagelos y
centriolos en su estructura celular, asi también, por la falta de generacién de pigmentos
(ficocianina, ficobilisomas y ficoeritina). Por otro lado, ecolégicamente cumple una funcién
importante al ser un organismo que permite el mantenimiento de arrecifes de coral, asimismo
comercialmente, al servir como fuente de materia prima para la elaboraciéon de productos

comestibles y diversos geles a nivel mundial. (Ayala, 2015).

2.7.3.3. Algas pardas
Organismos pluricelulares, que se caracterizan por contener en su estructura celular las
clorofilas a 'y ¢, ademas por su gran tamafio y ser comunmente encontradas en aguas de mar
o saladas. Tales ejemplos son Macrocystis pyrifera, Ascophyllum nodosum y Laminaria

hyperborea (Ayala, 2015).
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2.7.3.4. Algas doradas
Son organismos que comunmente habitan en agua dulce, aunque, también se puede
encontrar unos pocos ejemplares en aguas saladas. En condiciones ambientales no favorables
y a falta de micronutrientes algunos ejemplares de este tipo de algas son considerados
heterotroficos facultativos, por ello su utilizacién se ha visto reducida a escala industrial. Cabe
resaltar, que para determinar este tipo de algas se requiere de técnicas moleculares, ya que
hasta la actualidad aun existe la incertidumbre en cuanto a su diferencia de otros grupos de

algas (Ayala, 2015).

2.7.3.5. Diatomeas
En la actualidad se conocen mas de 100 000 especies de este tipo de algas unicelulares,
ademas pueden generar aceite para almacenarla y utilizarlas como reservas energéticas. A la
vez, estan clasificados como productores primarios y estan considerados como la mayor
fraccion de biomasa en la corteza terrestre. Entre sus caracteristicas fisicas, en cuanto al
tamafio varian entre 10 a 200 micrémetros, a su vez, ciertos pigmentos como la fucoxantina,
hacen que su coloracion sea dorada-parda. Adicionalmente, contienen clorofilas a 'y ¢ (Ayala,

2015).

2.7.3.6. Algas azules o cianobacterias
Son organismos que se encuentran en grandes cantidades en ecosistemas hidricos,
capaces de producir toxinas altamente toxicas para los seres humanos. La proliferacion de
éste tipo de microorganismos es posible si hay alta presencia de materia organica, en especial
de compuestos organicos disueltos, quiénes al favorecer el incremento de las cianobacterias,
permiten que éstos agoten el oxigeno disuelto del agua. Al no tener la disponibilidad de

oxigeno en el agua, la diversidad marina y microbiana se ve afectada a través de la reduccion.
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Sin embargo, estos organismos tienen un importante valor benéfico a nivel comercial,
puesto que tienen la capacidad de generar almidén como reserva celular y presentan altas
concentraciones de proteina en su estructura, de ahi que su utilizacién sea una prioridad para
la produccion de suplementos dietarios de origen vegetal, que muchas veces reemplazan a
los llamados suplementos, un ejemplo claro y el mas utilizado es la especie Spirulina (Ayala,

2015).

2.7.3.7. Algas verde — amarillas
Son organismos que se producen para la obtencion de biodisel en reactores de gran
tamafio, sin embargo también se pueden encontrar en ecosistemas de agua dulce, con
excepcion de la especie Nannochloropsis, puesto que ésta habita en ecosistemas de agua
salada (organismo hal6fico), adicionalmente una de las ventajas que presenta éste organismo

es su tiempo de replicacién corto, lo que permite su rapida produccion (Ayala, 2015).

2.7.4. Mecanismos de eliminacion de metales pesados adaptados por
microalgas

La bioabsorcién implica una combinacion de varios mecanismos, tales como atraccion
electrostatica, complejacion, intercambio idnico, fuerzas covalentes, fuerzas de van der Waals,
adsorcion de superficie y secuestro de microestructura (Beni & Esmaeili, 2020)

La absorcion de metal por los modos activo y pasivo puede denominarse
"bioacumulacion o bioabsorcién" (Malik, 2004).

Asimismo, el fendbmeno de remediacion por microalgas también podria clasificarse en
dos categorias: (i) bioacumulacién por células vivas, y (ii) biosorciéon por biomasa no viva, no

en crecimiento o productos de biomasa (Aksu, 1998).

2.7.4.1. Bioabsorciéon activa
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Proceso en el cual los iones metélicos pueden pasar a la célula, a través de la membrana
celular a través del ciclo metabdlico celular; este modo de captacién de metal se denomina

"captacion activa". A continuacion, se definen los tipos de bioabsorcion.

2.7.4.2. Biabsorcién pasiva
Proceso en el cual los iones de metales pesados quedan atrapados en la estructura
celular y, posteriormente, se biosorben en los sitios de unidén presentes en la estructura celular.
Este método de captacion es independiente del ciclo metabdlico biol6gico y se conoce como

"biosorcion" o "captacion pasiva”.

2.7.5. Bioabsorcién por biomasa de microalgas

Varios complejos de aniones metalicos y oxoaniones se unen electrostaticamente a las
células de algas, aunque la unién covalente es ciertamente posible. Ciertos informes sugieren
que la biosorcién de algas de iones metalicos como aluminio (l11), cobre (11), plomo (Il) y cobalto
(Il) se produce a través de un proceso de intercambio i6nico con cationes metalicos que
compiten con protones por sitios de union cargados negativamente en La pared celular. Los
sitios de unién podrian ser grupos carboxilo o sulfatos asociados con polisacaridos y proteinas
(Kumar, Dahms, Won, Lee, & Shin, 2015).

Por otro lado Lau et al. (1999), mencionan que la bioabsorcién por biomasa muerta o
metabdlicamente inactiva para la remocion de los iones de metales pesados esta relacionado
con la naturaleza anionica de la pared celular de la microalga. Los aniénicos como el carboxilo,
fosfato, piruvato, amida, asi como los polisacéridos extracelulares, aminofosfatos y
lipoproteinas pueden unir iones metélicos por fuerzas electrostaticas.

En comparacion a las tecnologias tradicionales de eliminacién de metales pesados, la
absorcion por microalgas es mejor que el intercambio idnico y la 6smosis inversa en términos

de sensibilidad a la presencia de sélidos suspendidos, compuestos organicos y la presencia
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de otros metales pesados (Lau et al., 1999). Y si se considerase sélo para la remocion de
metales pesados las microalgas no vivas tienen las siguientes ventajas: capacidad para tratar
grandes volumenes rapidamente, alta selectividad y especifidad para la capacidad de metales
pesados particulares para la eliminacion de mudiltiples metales, asi como la limpieza de
desechos mixtos que comprenden metales pesados de alta afinidad y alta eficiencia, se
requieren menos reactivos costosos suplementarios (estos reactivos causan problemas de
eliminacion y espacio), no requiere medios de crecimiento y nutrientes activos en una amplia
gama de condiciones fisicoquimicas, incluyendo temperatura, pH y presencia de otros iones
como inversibn moderada de capital de calcio y magnesio y los bajos costos operativos
implican el uso de recursos bioldgicos renovables de forma natural que se producen
econdmicamente de manera respetuosa con el medio ambiente (no solo reduce el nivel de
riesgo de desechos peligrosos, sino que también evade el uso de tecnologias quimicas nocivas
que podrian causar contaminacién secundaria) (Kumar et al., 2015).

2.7.6. Importancia de los grupos funcionales en la bioabsorcion de metales
pesados

Para cualquier tecnologia comercialmente viable de recuperacién o remediacion de
metales, es esencial que se identifiquen los grupos funcionales de biomateriales responsables
de la absorcién de metales y se cuantifique su contribucién a la capacidad general de union
de metales (Rayson & Williams, 2011).

En los sistemas bioldgicos, los iones duros forman enlaces estables con OH, HPO,?,
CO3?*, R-COO" y =C=0 (todos estos grupos incluyen atomos de oxigeno); mientras que los
iones blandos forman enlaces muy fuertes con CN-, R-S", -SH", -NH; e imidazol (es decir,
grupos que contienen atomos de nitrégeno y azufre). Esto implica que los iones duros (de
menor tamafio) como Fe, Zn, Mn preferirian unirse con OH-, HPO,%, CO3?*, R-COO" y =C=0,
mientras que los iones blandos (con un diametro mayor) como Cu, Pb y Cd se uniria a CN-,

R-S", =SH", —NH: e imidazol (Baldrian & Gabriel, 2003).
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Los informes sugieren que la biosorcion, o union, de iones metalicos por biomasa de
algas surge de la coordinacion de los iones a diferentes grupos funcionales en o sobre la célula
de algas. Estos grupos de coordinacion (proporcionados por proteinas, lipidos y carbohidratos)
incluyen restos amino, tioéter, sulfhidrilo, carboxilo, carbonilo, imidazol, fosfato, fendlico,
hidroxilo y amida (Lee, Shon, Chung, Lee, & Yang, 1999).

En general, los informes sugieren indiscutiblemente la participacion de grupos —COOH
en la unién de metales como Pb, Cu, Zn, Ni, Cd, Cr, Co, Fe, Au y U; mientras que el grupo -
OH podria unirse con Pb, Cr, Cd y Cu (Flouty & Estephane, 2012).

Nurchi & Villaescusa (2011) propusieron la clasificacion de mayor a menor afinidad de
los grupos de la siguiente manera: carboxilato> anillo aromatico> hidroxilo> amina> fosfato>

carbonilo> tiol> amida> sulfonato.

2.7.7. Factores que influyen en laremocion de metales pesados por
microalgas

Aunque las células de microalgales tienen varios mecanismos de autodefensa para
sobrevivir en medios que contienen metales pasados, sin embargo, varios factores influyen en
la eliminacién de metales. Los organismos acuaticos pueden verse afectados por varios
efectos bibticos (tolerancia, tamafio y etapas de la vida, especies, area de superficie,
dependiendo de la divisién de algas, y nutricion relacionada con los organismos de prueba) y
abioticos (peso atémico o potencial de reduccion del metal, sustancias organicas, pH,

temperatura, salinidad y dureza y otros) (Dénmez, Aksu, Oztiirk, & Kutsal, 1999).
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Figura 3. Representacion esquematica de bioabsorcion de metales pesados por
microalgas.

Representacion esquematica de varios mecanismos de translocacion de metales
pesados, secuestro y absorcion en microalgas vivas (izquierda), asi como no vivas (derecha,
de color marrén); incluyendo Me™ - iones metalicos , L-liquido (Me"™+L representa al i6n
metalico en liquido); Transportadores de iones metélicos (como NRAMP, CTR, ZIP y FTR);
Via de biosintesis de fitoquelatina, complejos de PC y enzimas involucradas en la sintesis de

PC (GCS-glutamil-cisteinil sintasa, GS-glutation sintasa, PCS-fitoquelatina sintasa); AA-

Aminoacidos; OA-acidos organicos; LMW PC-MeC- complejos de iones metdalicos de

fitoquelatina de bajo peso molecular; HMW PC-MeC: complejos de iones metélicos de

fitoquelatina de alto peso molecular; MTP - Proteina de metalotioneina; Absorcion de
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superficie-SA; P- Precipitacion; IE- Intercambio de iones; CC- Complejacion and quelacion y
PD- Difusién pasiva (modificado de Perales-Vela et al., 2006; Toress et al., 2008; Monteiro et

al., 2012 y Blaby-Haas y Merchant, 2012).

2.7.7.1. Luz
La fotosintesis como actividad primordial de las algas se incrementa cuando éstas
carecen de nutrientes, a su vez al alcanzar condiciones de saturacion de luz se llega a la
maxima tasa de crecimiento microalgal. Estas condiciones extremas de luz, puede provocar
fotooxidacion (también conocida como fotoinhibicién), dafiar los pigmentos en las células de
clorofila disponibles para absorber luz y disminuir la tasa y productividad fotosintética (Park &

Craggs, 2011).

2.7.7.2. Temperatura

El rendimiento algal aumenta al incrementarse la temperatura del sistema de tratamiento
hasta obtener una temperatura ideal. Por encima de la temperatura ideal, se produce el
aumento de la respiracion de las algas y ésta reduce el rendimiento general. La temperatura
Optima medida en condiciones de tasa maxima de crecimiento de algas (condiciones
suficientes de nutrientes y luz) varia entre las especies de algas, pero a menudo se encuentra
entre 28° y 35° C. Sin embargo, ésta también varia cuando las condiciones de luz o nutrientes
son limitantes, y el crecimiento a menudo disminuye cuando las algas se ven sometidas a un
cambio repentino de temperatura. Por otro lado, la temperatura también puede alterar los
equilibrios iénicos del agua del estanque, el pH y la solubilidad del gas (oxigeno y CO2),
aunque diferentes especies de algas estan influenciadas en diferentes grados por este efecto

(Park & Craggs, 2011).

2.7.7.3. Potencial de Hidrégeno (pH)
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Cabe resaltar que, en comparacion con otros métodos de remocion de metales pesados,
la biorremediacion tiene ventajas adicionales en términos de ajustarse en particular a distintas
variaciones del pH y la cantidad de metales presentes en las aguas a tratarse (Nigro, Stirk, &

Van Staden, 2002).

2.7.7.4. Diéxido de carbono (COz2)

Factor fundamental que est& condicionado por el pH en el sistema de tratamiento. El
pH afecta la disponibilidad biolégica de CO2 para la fotosintesis. Asimismo, este proceso
incrementa el pH por el consumo de CO2 y HCO3-, a menudo con pH > 11.

Por otro lado, se ha demostrado que la adicion de CO2 mejora la productividad de algas
en los sistemas de tratamiento de aguas residuales a escala experimental (Park & Craggs,

2011).

2.7.7.5. Factores bioticos

Las capacidades de sensibilidad, captacion y remediacién del metal varian con cada
alga, es decir, difiere con el género y la especie. Por ejemplo, efectos de Cd sobre el
crecimiento de S.oblicuo y Desmodesmus pleiomorphus, y sus correspondientes, los valores
de la concentracién efectiva media méaxima EC50 fue de 0.058 y 1.92 mg/1 respectivamente
para Cd. En contraste, incluso las algas que pertenecen al mismo grupo pueden tener una
capacidad de adsorcién diferente. De hecho, las algas pertenecientes al mismo género, pero
variando en su especie, responden de manera diferente a los hidruros metales (Holan Z. R. &

B., 1994).

2.7.7.6. Factores abioticos
El pH puede afectar la solubilidad y toxicidad de los metales pesados en el agua; quizas

es el parametro mas importante que influye en la adsorciéon de metales por biomasa microalgal.
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Influye en la exposicion de metales en solucion y tolerancia a algas; particularmente, influye
tanto en la unién del metal de la superficie celular quimica del metal en el agua

Las microalgas remueven los metales pesados debido a la capacidades de adsorcién de
su pared celular, es la primera barrera para la capacidad de iones minerales; consta
especialmente de polisacéaridos, proteinas y lipidos, ofreciendo grupos funcionales (COOH,
hidroxilos, -OH, fosfatos,-PO3, Amoniaco, -NH2 y sulfhidrico, -SH) (Tejada, Ortiz, & Jaraba,
2015). Estos grupos otorgan una carga negativa a la superficie celular y por tal motivo, una
gran afinidad por los iones de Cu y Cd a través de diferentes interacciones (Can & Jianlong,

2010).
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CAPITULO Il
3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Lugar de ejecucion
Los ensayos de bioabsorcién de plomo mediante biomasa deshidratada de Chlorella
Vullgaris se desarrollaron en las instalaciones del laboratorio de monitoreo ambiental de la
Facultad de Ingenieria y Arquitectura de la Universidad Peruana Union (UPeU) con sede en la

ciudad de Lima, ubicado en el km 19.5 de la carretera central, Nafia, Lurigancho - Chosica.

Ubicacion geografica del distrito Lurigancho - Chosica
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Figura 4. -Mapa de ubicacion geografica del Distrito
Lurigancho - Chosica.
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En coordenadas UTM 18L, Este: 299473 y norte: 8674060, al este de la ciudad de Lima a una

altura de 647 msnm.

Figura 5. Ubicacion del Laboratorio de Monitoreo Ambiental.

Por otro lado, los analisis de concentracion inicial (CIP) y final de plomo (CFP) fueron

realizados en el Laboratorio DELTA LAB S.A.C.

3.2. Caracteristicas climatolégicas
La zona dénde se realiz6 el estudio, presenta un clima variado seco, presentando una

temperatura maxima de 26.1°C y minima de 14.04°C (SENAMHI, 2018).
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3.3. Materiales, insumos y equipos
Los materiales, insumos quimicos y equipos que se utilizaron en los ensayos de

bioabsorcion y la produccion de microalgas fueron:

Tabla 3. Materiales utilizados en el desarrollo de la investigacion.

Materiales Unidad Cantidad
Matrazes Erlenmeyer de 150 ml Unidad 2
Matrazes Erlenmeyer de 250 ml Unidad 2
Matrazes Erlenmeyer de 2000 ml Unidad 4
Vaso precipitado de 500 ml Unidad 4
Vaso precipitado de 1000 mi Unidad 4
Vaso Precipitado de 2000 ml Unidad 6
Probetas de 1000 mli Unidad 4
Probetas de 2000 mi Unidad 6
Pipetas volumétricas de 10 ml Unidad 3
Pisetas de 500 ml Unidad 3
Cucharillas Unidad 2
Fiola de 500 mi Unidad 1
Frascos de Polietileno de 90 ml Unidad 16
Frascos de vidrio de 100 ml Unidad 4
Cronémetro Unidad 1
Papel Filtro N° 42 Unidad 17
Varillas de vidrio Unidad 4
Tubo de fondo cénico de 15 ml Unidad 1
Papel aluminio Paquete 1
Malla Tyler N° 100 Unidad 1
Fuentes de metal Unidad 4
Foco LED unidad 3
Liston de madera Unidad 1
Cable eléctrico metros 2
Cinta aislante Unidad 1
Manguera de Pvc de 1 pulgada metros 5
Llave de plastico para agua Unidad 3
Esponja de aire Unidad 12
Frascos ambar de 50 ml Unidad 5
Pipetas volumétricas de 10 ml Unidad 6
Extension eléctrica Unidad 1
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Tabla 4. Insumos utilizados en la investigacion.

Insumos Unidad Cantidad
Agua destilada L 46
Acido Nitrico M 40
Acido Citrico M 100
Nitrato de Plomo Gr 2
Hidroxido de Sodio Ml 100
Bay Folan MiI 20

Tabla 5. Equipos empleados en el desarrollo de la investigacion.

Equipos Marca Serie Cantidad
Estufa ECOCEL D 160041 2
Potenciémetro HANNA 1
) L TOPSCIEN
Agitador magnético INSTRUMENT 8011786 1
- AyD COMPANY,

Balanza Analitica LIMITED 6A7703497 1
Espectrofotometro THERMO SCIENTIFIC ICE 3000 1
Generador de THERMO SCIENTIFIC VP 100 1
Hidruros

Bomba de aire HAGEN 15561111164 12
Bomba de vacio PALL 13158 1

3.4. Metodologia

El desarrollo de la investigacion se realizé en cinco etapas: Adquisicion y produccion de
microalgas; recuperacion de la biomasa de microalgas; preparacion de las soluciones de
plomo; ensayos de bioabsorcién a escala de laboratorio y analisis de la concentracién final de

plomo mediante espectrofotometria de absorcion atomica por llama de acetileno.
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Figura 6. Diagrama de Flujo de la Investigacion.

3.4.1. Adquisicién y produccion de Microalgas
3.4.1.1. Adquisicion de microalgas
Las microalga empleada para la presente investigacion fue Chlorella Vullagaris; se
obtuvieron del Instituto del mar del Peru (IMARPE), el Callao, Lima. Ubicado en el Callao,
Avenida General Valle, La Punta 07021, con coordenadas UTM 18 L 265101.18 m Este,
8665109.75 m Norte.
El IMARPE cuenta con un Banco de Germoplasma donde se conservan diversos
organismos acuaticos con fines de investigacion. Asimismo, las microalgas empleadas en esta
investigacion, fueron inicialmente cultivadas y obtenidas de este lugar. Fueron 15 ml de inéculo

de microalgas.

3.4.1.2. Produccién de Microalgas
El microorganismo utilizado en la presente investigacion fue la microalga verde Chlorella

Vullgaris. Estaba aislada en el Banco de Germoplasma del Instituto del mar del Peru.
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El aislamiento y la produccion se lograron por dilucién y la técnica de plantacion o

siembra. El cultivo de las microalgas se realizdé en ocho siembras:

3.4.1.2.1. Primera siembra
Las microalgas se cultivaron en condiciones estériles en un matraz Erlenmeyer con
capacidad de 150 ml que contenia 50 ml de agua destilada, medio de cultivo Bay Folan diluido
en el agua destilada a concentracion de 1ml/L y 15 ml de in6culo de microalgas obtenidas del
IMARPE. El matraz se dejo cubierto con papel aluminio, a fotoperiodo de 12 horas luz y 12
horas de oscuridad y se agit6 manualmente cada 3 horas durante 7 dias bajo iluminacién

proporcionada por un foco LED con intensidad de foton 80 umol m2 s a pH 7.

3.4.1.2.2. Segunda siembra
Las microalgas se cultivaron en condiciones estériles en un matraz Erlenmeyer con
capacidad de 150 ml que contenia 100 ml de agua destilada, medio de cultivo Bay Folan diluido
en el agua destilada a concentraciéon de 1 ml/L y 50 ml de indculo de microalgas de la primera
siembra. El matraz se dej6é cubierto con papel aluminio, a fotoperiodo de 12 horas luz y 12
horas de oscuridad y se agit6 manualmente cada 3 horas durante 7 dias bajo iluminacion

proporcionada por un foco LED con intensidad de fotén 80 umol m2 s a pH 7.

3.4.1.2.3.  Tercera siembra
Las microalgas se cultivaron en condiciones estériles en un matraz Erlenmeyer con
capacidad de 500 ml que contenia 250 ml de agua destilada, medio de cultivo Bay Folan diluido
en el agua destilada a concentracion de 1 ml/L y 150 ml de inéculo de microalgas de la segunda
siembra. El matraz se dej6é cubierto con papel aluminio, a fotoperiodo de 12 horas luz y 12
horas de oscuridad y se agitd6 manualmente cada 3 horas durante 7 dias bajo iluminacién

proporcionada por un foco LED con intensidad de fotén 80 umol m2s* a pH 7.
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3.4.1.2.4. Cuarta siembra
Las microalgas se cultivaron en condiciones estériles en una probeta con capacidad de
2000 ml que contenia 1000 ml de agua destilada, medio de cultivo Bay Folan diluido en el agua
destilada a concentracion de 1 ml/L proyectado para 1400 mly 400 ml de in6culo de microalgas
de la tercera siembra. La probeta se dejoé cubierto con papel aluminio, a fotoperiodo de 12
horas luz y 12 horas de oscuridad, aireacion con un inyector de aire marca Hagen modelo n°
200, durante 7 dias bajo iluminacién proporcionada por un foco LED con intensidad de fotén

80 umolm?stapH?7.

3.4.1.2.5. Quinta siembra

Las microalgas se cultivaron en condiciones estériles en dos probetas con capacidad de
2000 ml que contenia 1300 ml de agua destilada, medio de cultivo Bay Folan diluido en el agua
destilada a concentracion de 1 ml/L proyectado para 2000 mly 700 ml de in6culo de microalgas
de la cuarta siembra (las proyecciones de Bay Folan fueron calculadas para cada probeta).
Las probetas se dejaron cubiertas con papel aluminio, a fotoperiodo de 12 horas luz y 12 horas
de oscuridad, aireacion con un inyector de aire marca Hagen modelo n° 200, durante 7 dias
bajo iluminacién proporcionada por un foco LED con intensidad de fotén 80 umol m2 s a pH

7.

3.4.1.2.6. Sexta siembra
Las microalgas se cultivaron en condiciones estériles en cuatro probetas con capacidad
de 2000 ml que contenia 1000 ml de agua destilada, medio de cultivo Bay Folan diluido en el
agua destilada a concentracion de 1 ml/L proyectado para 2000 ml y 1000 ml de in6culo de
microalgas de la quinta siembra (las proyecciones de Bay Folan fueron calculadas para cada
probeta). Las probetas se dejaron cubiertas con papel aluminio, a fotoperiodo de 12 horas luz

y 12 horas de oscuridad, aireacién con un inyector de aire marca Hagen modelo n° 200 durante
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7 dias bajo iluminacién proporcionada por un foco LED con intensidad de fotén 80 umol m2 s

lapH7.

3.4.1.2.7.  Séptima siembra

Las microalgas se cultivaron en condiciones estériles en ocho probetas con capacidad
de 2000 ml que contenia 1000 ml de agua destilada, medio de cultivo Bay Folan diluido en el
agua destilada a concentracién de 1 ml/L proyectado para 2000 ml y 1000 ml de inéculo de
microalgas de la sexta siembra (las proyecciones de Bay Folan fueron calculadas para cada
probeta). Las probetas se dejaron cubiertas con papel aluminio, a fotoperiodo de 12 horas luz
y 12 horas de oscuridad, aireacién con un inyector de aire marca Hagen modelo n° 200,
durante 7 dias bajo iluminacion proporcionada por un foco LED con intensidad de foton 80

umol m2s?tapH?7.

3.4.1.2.8.  Octava siembra

Las microalgas se cultivaron en condiciones estériles en ocho probetas con capacidad
de 2000 ml y cuatro de 1000ml que contenia 1000 ml y 500 ml de agua destilada
respectivamente, medio de cultivo Bay Folan diluido en el agua destilada a concentracion de
1 ml/L proyectado para 2000 ml y 1000 ml respectivamente, 1000 ml y 500 ml de in6culo de
microalgas de la sexta siembra respectivamente (las proyecciones de Bay Folan fueron
calculadas para cada probeta). Las probetas se dejaron cubiertas con papel aluminio, a
fotoperiodo de 12 horas luz y 12 horas de oscuridad, aireacion con un inyector de aire marca
Hagen modelo n°® 200, durante 7 dias bajo iluminacién proporcionada por un foco LED con

intensidad de fotén 80 umol m2 s a pH 7.

3.4.2. Recuperacion de la biomasa de microalgas
Al final del periodo de produccion de microalgas, el cultivo se colocé en envases de

plastico con un volumen maximo de 500 ml y se separ6 con ayuda de una centrifuga Hettich
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Zentrfugen a una velocidad de 4000 rpm durante 15 minutos. La biomasa recuperada en medio
acuoso se lavd una vez con agua desionizada y separada nuevamente por centrifugacion.
Luego la biomasa en medio acuoso, fue colocada en fuentes metalicas y secadas en una
estufa ECOCEL D 160041, durante 48 horas a 105°C. Todo esto se llevd a cabo en el
Laboratorio de Quimica de la Escuela Profesional de Industrias Alimentarias. Después de las
48 horas se retir0 la biomasa deshidratada con un 3% de humedad aproximado. La
determinacion de la humedad de la biomasa se realiz6 con una balanza electronica marca
AND HR-250AZ en el Laboratorio de Quimica de la Escuela Profesional de Industrias
Alimentarias. Posteriormente, la biomasa seca fue macerada manualmente con un mortero de
ceramica y separada mediante un tamiz Tyler malla 100. La biomasa que pasé el tamiz con la
malla 100 se utilizé para los ensayos de bioabsorcién. Cabe resaltar que esta biomasa bajo
este procedimiento ya no se encuentra viva, por lo tanto, el proceso evaluado de la

bioabsorcion.

3.4.3. Preparacion de las soluciones de plomo
Para el desarrollo de los ensayos de bioabsorcidn, se preparé tres soluciones en un vaso
de 2 litros para cada uno: a concentraciones de 22, 46 y 70 mg/L Pb total.
Para la preparacion de las soluciones de 22, 46 y 70 mg/L de Pb se emple6 0.08, 0.16 y
0.22 gramos de Pb (NO3)2 “Nitrato de Plomo” en 2 litros de agua destilada y cada solucion se
sometié al agitador a 800 rpm durante 1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente se
procedié a extraer una muestra de 60 ml de cada vaso, que fueron enviados al Laboratorio
Delta Lab S.A.C. preservados con acido nitrico a pH menor a 2. Los calculos empleados en la
preparacion de las tres soluciones se muestran a continuacion:
Cantidad aproximada en gr para alcanzar 22 mg/L en 2L =
Pb (NOs), peso atébmico = 331.2 ......... (Ecuacion 1)

Pb (NOs); 331.2 —> (Pb)207.3 ........... (Ecuacion 2)

47



La ultima ecuacion nos dice que el 62.6% en 1 gr de Pb (NOs), es Pb puro.
Entonces:
e Cantidad utilizada de Pb (NOs)2 en gr para alcanzar 22 mg/L de Pb en 2L =0.08
ar.
e Cantidad utilizada de Pb (NOs)2 en gr para alcanzar 46 mg/L de Pb en 2L =0.16
ar.
¢ Cantidad utilizada de Pb (NOs); en gr para alcanzar 70 mg/L de Pb en 2L =0.22

ar.

Figura 7. Nitrato de Plomo utilizado en los ensayos
de bioabsorcion.

3.4.4. Ensayos de bioabsorcion a escala de laboratorio
Los ensayos de optimizacion de pardmetros para la bioabsorcién de plomo se llevaron
a cabo en vasos precipitados de 250 ml con un volumen de 150 ml de solucién cada uno, por

un tiempo de 20 minutos y agitacién de 200 revoluciones por minuto (RPM) mediante el uso

48



del agitador magnético TOPSCIEN INSTRUMENT del Laboratorio de Monitoreo Ambiental. El
ajuste de los diferentes niveles de los factores se realizd segln las siguientes consideraciones:

e Temperatura: Se us6 el agitador magnético TOPSCIEN INSTRUMENT,
configurado a temperatura ambiental del Laboratorio de Monitoreo Ambiental.

e pH: A pesar del lavado de las microalgas, estas pueden conservar trazas de
sales del medio nutritivo que son de caracter basico, por lo que las microalgas
aumentan el pH de la solucién, lo que favorece la precipitacion en lugar de la
bioabsorcion. Para mantener el valor del pH en los valores deseados acorde al
Disefio Box — Behnken (pH:3, 5y 7), se usé las soluciones amortiguadoras,
acido citrico (CsHsO7) — hidroxido de sodio (NaOH) a concentracion 1N y 6N
para ambos.

¢ Velocidad de agitacién: Todas las pruebas se realizaron a una velocidad de 200
rpm, conforme a los estudios de Goher et al. (2016).

¢ Concentracion inicial de plomo: Se calculé la cantidad de nitrato de plomo que
debia ser adicionado a 2 litros de agua destilada y posteriormente a su
preparacion, se extrajeron muestras de 150 ml de acuerdo a la concentracion
requerida por cada tratamiento. Las adiciones de los volumenes se realizaron
con pipetas aforadas de 10 ml.

e Concentracién de microalga: Se calculé la cantidad de microalga que debia ser
adicionada a la solucién de 150 ml en cada vaso precipitado para cumplir con
la concentracion predefinida en el disefio experimental Box — Behnken. El peso
de la microalga seca y tamizada se determiné mediante una balanza electrénica
Henkel de cuatro cifras decimales del Laboratorio de Monitoreo Ambiental.

Luego de cada ensayo de absorcion en el agitador magnético, las muestras fueron

filtradas con papel de filtro Whatman. Estos se colocaron en un embudo de ceramica y éste
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altimo se coloco en el orificio superior de un matraz kitasato con capacidad de 500 ml.
Asimismo, el matraz se conecté a una manguera que provenia de la bomba succién marca
PALL con capacidad de voltaje 220/240V vy frecuencia de 50 Hz, permitiendo asi la succion

por vacio. Por cada tratamiento se utilizd un aproximado de 80 ml de muestra final.

3.4.5. Andlisis de la concentracion final de plomo
Posteriormente a cada ensayo de absorcién vy filtrado, se obtuvieron 17 muestras de
todos los tratamientos. Estas muestras fueron preservadas con acido nitrico HNOs; y
posteriormente fueron llevadas al Laboratorio Delta Lab S.A.C. para determinar la
concentracion final de plomo total mediante el método SMEWW — APHA-AWWA-WEF Part.

3030E y 3111B, 23rd Ed. 2017, Nitric Acid Digestion / Direct Air-Acetylene Flame Method.

3.5. Variables en estudio
3.5.1. Variables independientes

e Concentracion inicial de plomo (CIP)

e Concentracion de microalgas (M)

¢ Potencial de Hidrégeno (pH)

3.5.2. Variables dependientes

¢ 9% de bioabsorcién de plomo (Rpb)

e Concentracion final de Plomo (CFP)

3.6. Disefio de la investigacion
En ésta investigacion se utilizé un disefio de tipo experimental, el cual segun Escalante

(2014), menciona que es una prueba o serie de pruebas para observar algin fenébmeno.
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Asimismo Hernandez (2018) hace referencia a una investigacion en la que se manipulan
deliberadamente una o mas variables independientes (supuestas causas antecedentes) para
analizar las consecuencias que tal manipulacién tiene sobre una mas variables dependientes
(supuestos efectos consecuentes) dentro de una situacion de control para el investigador. Los
requisitos, condiciones necesarias 0 caracteristicas de los experimentos son
fundamentalmente manipulacién intencional de una o mas variables independientes, medicién
de las variables dependientes y control sobre la situacion experimental.

Precisamente, se empled la metodologia de superficie de respuestas (MSR), ésta
constituye una herramienta muy poderosa para la obtencion de las condiciones éptimas de
operacién de un proceso, a través de la modelacion empirica del comportamiento del mismo.
Es un método secuencial de optimizacion dindmica que busca una regién de operacion mas

cercana al 6ptimo (Escalante, 2006).

Figura 8. Grafica representativa de la metodologia superficie de respuesta (MSR).
(Escalante, 2006).

Dentro de la metodologia de superficie respuesta, se encuentra el disefio experimental

de tipo Box — Behnken. El cuél se empled para analizar los efectos principales y términos
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cuadraticos y de interaccion entre los pardmetros concentracion inicial de plomo,
concentracion de microalgas y pH. Cabe resaltar que éste disefio es de segundo orden, debido
a que, en éste tipo de orden, se requieren que los niveles de los factores involucrados sean al
menos tres. Sin embargo, puede usarse de manera directa e independiente si se quieren
evaluar no solamente los efectos principales en una situacion experimental especifica.
Ademas, los modelos ajustados a partir de estos disefios permiten plantear diferentes
escenarios de optimizacion (Dominguez & Castafio, 2016).

Por otro lado, la influencia de las concentraciones de la microalga, de la concentracion
inicial de plomo y los niveles de pH fueron analizados por ANOVA al 95% de confianza
empleando Statistica 13.3. Los rangos y niveles de las variables independientes utilizados en

la forma codificada y no codificada se muestran en las Tablas 6y 7:

Tabla 6. Factores y niveles del Disefio experimental Box - Behnken

Parametros Niveles

-1 0 1
Xi1: Dosis microalgas

1.5 2 2.5
(g/L)
Xo: Concentracion
de Pb (mg/L) 22 46 70
Xs: pH 3 5 7
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Tabla 7. Variables independientes del disefio experimental Box - Behnken

Variables independientes

Codificados No codificados

Tratamientos
X1 X2 Xs Microalgas Plomo inicial pH

(g/L) (mg/L)
1 -1 -1 0 15 22 5
2 1 -1 O 2.5 22 5
3 -1 1 O 15 70 5
4 1 1 O 2.5 70 5
5 -1 0 -1 15 46 3
6 1 0 -1 2.5 46 3
7 -1 0 15 46 7
8 1 O 2.5 46 7
9 o -1 -1 2.0 22 3
10 o 1 -1 2.0 70 3
11 o -1 1 2.0 22 7
12 o 1 1 2.0 70 7
13 0O 0 O 2.0 46 5
14 0O 0 O 2.0 46 5
15 0O 0 O 2.0 46 5
16 0O 0 O 2.0 46 5
17 0O 0 O 2.0 46 5

Los experimentos fueron realizados en el orden establecido y el tratamiento de los datos
fueron realizados para comparar el efecto de los tratamientos. La variable dependiente (Y) fue
obtenida en modelos de funcién lineal, cuadratica e interaccion y los datos experimentales
fueron ajustados al modelo polinomial de segundo orden como se muestra en la siguiente

ecuacion:

2 2 2
Y= B+ Z,BiXi + Z,BiiXiz + Z Bij XiX; ...cc oo ... Ecuacion 3
i=1 i=1

i#j=1
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Donde:
Y es la variable dependiente predicha (Concentracién final de plomo y Remocion de
plomo)
Bo: Coeficiente intercepto

Bi, Bii, Bij: Coeficientes del modelo lineal, cuadratico e interaccion, respectivamente.
X; y X;: Valores codificado de las variables independientes (Microalgas, Concentracion

inicial de plomo y pH.

3.7. Andlisis estadistico

El andlisis estadistico de los datos de las variables independientes (pH, concentracion
inicial de plomo y microalgas) para la variable dependiente (concentracion final de plomo y
remocion de plomo) en el disefio con la MSR, fueron realizados utilizando el programa
Statistica 13.1 con un intervalo de confianza de 95 % (p<0.05).

La funcion de la metodologia superficie de respuesta fue generar un modelo polinomial,

por ello se analizaron las siguientes pruebas:

3.7.1. Anova
La prueba ANOVA para hallar el coeficiente de determinacién del modelo (R? y R?adj).
Conforme a Barros, Scarmio y Bruns (2001) y Khru y Cornell (1996), el coeficiente de
determinacion (R?) mide la proporcién de variacion total de la respuesta que es explicada por
el modelo, de modo cuanto mayor sea R? y esté mas cercano a 1, menor sera el error y mejor

sera el ajuste del modelo a la respuesta observada (Barros et al., 2003).

3.7.2. Diagrama de Pareto
El diagrama de Pareto es una gréafica que representa en forma ordenada a los factores
o variables en cuanto a importancia o magnitud, la frecuencia de la ocurrencia del resultado

en factores o variables respuestas (Gandara, 2014).
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Otra definicion nos dice que es un diagrama que se utiliza para determinar el impacto,
influencia o efecto que tienen determinados elementos sobre un aspecto. Asimismo, consiste
en un gréfico de barras similar al histograma que se conjuga con una ojiva o curva de tipo
creciente y que representa en forma descendente el grado de importancia o peso que tienen

los diferentes factores que afectan a un proceso, operacion o resultado (Cusiyupanqui, 2013).

3.7.3. Estimacién de efecto y coeficiente de regresién
Seguidamente se analiz el ajuste del modelo, si fue representativo y predictivo en la
regresion y en el residuo a través de la falta de ajuste y error puro conforme a la siguiente
ecuacion:
SSResidual = SSError puro + SSFalta de ajuste <« -« crenreneinann Ecuacion 4
Donde:
SSkresidual €S la suma de cuadrados del error residual.
SSeror puro €S la suma de cuadrado del error puro
SSkaita de ajuste €S la suma de cuadrado de la falta de ajuste
Para que el modelo polinomial sea considerado representativo y predictivo en la
regresion del modelo polinomial, el Feacuiado debe ser mayor que el Fiapuado (Garcia, 2012).
Segun Bruns et al. (2003) y Araujo (2008) indican que un modelo representativo es
cuando el Fcacuiado de la regresion en relacion a los residuos sea al menos 3 veces mayor que
el Franuiado, iNdicando que la variacion es explicada por la regresion del modelo y no por los
residuos. Por otro lado, Khuri y Cornell (1996) afirman que para que la regresion de un modelo
sea significativo y predictivo, la fraccion Fcaicuiado/ Frabuiado (F*) debe ser mayor que 10. Para
analizar el modelo del ajuste polinomial, se verificd por la significancia de la falta de ajuste en
el error puro y para que se predictivo el ajuste del modelo polinomial el valor del Fcaiculado debe

ser menor al valor del Fiapuiado (Barros, Scarminio y Bruns, 2001).
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CAPITULO IV
4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Caracterizacion inicial del agua
En la Tabla 8 se muestran los resultados de las tres soluciones de nitrato de plomo
preparadas, obtenidos durante el analisis de metales por espectrometria de absorcién atdmica

por llama de acetileno en el laboratorio de agua de DeltaLab S.A.C.

Tabla 8. Andlisis de caracterizacion del agua -

Concentracién Inicial de Plomo (Pb)

Concentracion

Muestras icial de Plomo ~ UMdad
1 22 mg/L
2 46 mg/L
3 70 mg/L
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4.2. Analisis de los resultados obtenidos Post — Tratamiento

4.2.1. Resultados de la Concentracion final de Plomo (CFP) mediante el
Disefio Box - Behnken

Tabla 9. Resultados de la Concentracion final de Plomo (CFP).

Variables independientes Variable
Codificados No codificados dependiente
TR X1 xa x5 Microalgas [0 pH | CoOSERTRTO)
(/L) (mg/L) (CEP) (mg/L)
1 -1 -1 0 0.23 22 5 16.01
2 1 -1 O 0.38 22 5 11.72
3 -1 01 0 0.23 70 5 30.11
4 1 1 0 0.38 70 5 14.33
5 -1 0 -1 0.23 46 3 2.89
6 1 0 -1 0.38 46 3 2.3
7 -1 0 0.23 46 7 1.28
8 1 0 0.38 46 7 2.36
9 o -1 -1 0.3 22 3 7.51
10 0 1 -1 0.3 70 3 12.21
11 o -1 1 0.3 22 7 5.94
12 0 1 1 0.3 70 7 8
13 O 0 O 0.3 46 5 2.09
14 0O 0 O 0.3 46 5 2.4
15 0O 0 O 0.3 46 5 2.44
16 0O 0 O 0.3 46 5 1.61
17 0O 0 O 0.3 46 5 2.19

La Tabla 9 muestra los resultados de la Concentracién final de Plomo (mg/L)
utilizando tres escalas de concentracion para las variables independientes; en las
repeticiones de las pruebas se logré obtener una concentracion final de Plomo de 1.28 mg/L
de acuerdo a las siguientes condiciones en las variables independientes, pH 7,

concentracion inicial de Plomo 46 mg/L y microalgas 1.5 g/L, considerandose de acuerdo a
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dichas condiciones el mejor resultado obtenido, representando el 97.2 % de remocion de

Plomo.

4.2.2. Andlisis de Varianza para la Concentracion Final de Plomo (CFP)
Tabla 10. Resultados de la varianza (ANOVA) para la Concentracién Final de Plomo

(CFP) mediante el disefio Box - Behnken.

Factor SM GL CM F-valor p-valor
(1) Microalgas (g/L)(L) 47,9220 1 47,9220 432,392  0,000032
Microalgas (g/L)(Q) 98,8176 1 98,8176 891,614  0,000007

(2)Concentracion inicial de
Plomo (mg/L)(L)
Concentracion inicial de Plomo

68,8551 1 68,8551 621,268 0,000015

514,3019 1 514,3019  4640,458 0,000000

(mg/L)(Q)

(3)Potencial de hidrogeno 6,7161 1 6,7161 60,598  0,001469
(PH)(L)

Potencial de hidrégeno (pH)(Q) 96,3246 1 96,3246 869,120 0,000008
1L by 2L 33,0050 1 33,0050 297,799  0,000066
1L by 3L 0,6972 1 0,6972 6,291  0,066186
2L by 3L 1,7424 1 1,7424 15,721  0,016608
Lack of Fit 67,4511 3 22,4837 202,867 0,000080
Pure Error 0,4433 4 0,1108

Total SS 929,8654 16

R?=0.92698, R?=ajustado=0.833311, donde: SM: Suma de cuadrados, GL: Grados de Libertad,

CM: cuadrados medios.

El andlisis de la varianza (ANOVA) para la Concentracion final de Plomo (CFP), el cual
se observa en la Tabla 10, muestra que los efectos principales del absorbente Microalgas (L y
Q), la Concentracion inicial de Plomo (L y Q), el Potencial de Hidrogeno (L y Q) y las
interacciones entre los factores Microalgas (L) con la Concentracién inicial de Plomo (L), la
Concentracién Inicial de Plomo (L) con el Potencial de hidrégeno (L) son significativos
(p<0.05). Pero la interaccion Microalgas (L) con Potencial de hidrogeno (L) no fue significativa
(p=0.07). Asimismo, puede observarse que la suma de cuadrados del error puro (0,4433)

presenta un valor pequefio en comparacion a la suma de cuadrados total, lo cual indica el
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correcto funcionamiento del punto central evaluado (2 g/L de CV). Con respecto al coeficiente
de determinacion (R2), se pudo establecer un 92.7%, mostrando la adecuacion del modelo en
predecir el efecto de las Microalgas, la concentracion inicial de Plomo y el Potencial de
Hidrégeno en la adsorcion de Plomo por la microalga Chlorella Vullgaris. Ademas, se observa
que el ajuste del modelo en el p valor no es significativa (p=0.0001), es decir, que el ajuste
general del modelo para la remocion de Pb es estadisticamente no significativo en error

residual en los puntos centrales.

4.2.3. Andlisis de Pareto para la Concentracion Final de Plomo (CFP)
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Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Concentracién final de Plomo (mg/L)
3 3-level factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Pure Error=.11083
DV: Concentracion final de Plomo (mg/L)

Concentracion inicial de Plomo (mg/L)(Q) |
Microalgas (9/L)(Q)

Potencial de hidrégeno (pH)(Q) |
(2)Concentracién inicial de Plomo (mg/L)(L)
(1)Microalgas (g/L)(L) t

1Lby2L |

(3)Potencial de hidrégeno (pH)(L)

2Lby3L |

1LbyaL |

D 5512

-29.8599

29.48084

2492524

-20.794

-17.2568

-7.78449

-3.96502

2508175

p=.05

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 9. Diagrama de Pareto para el Disefio experimental Box - Behnken, donde se muestra

la significancia y el efecto de los factores evaluados (componentes de las mezclas para la

adsorcién de Plomo) considerando un a=0.05.

En la Figura 9, el diagrama de Pareto para la adsorcién de Pb, muestra que las variables

determinantes o estadisticamente significativas («<0.05) para la remocion de Pb, fueron la CIP

LyQ),laM(LyQ),elpH(LyQ)ylascombinaciones de M (L) con CIP (L) y CIP (L) con pH

(L), pero la variable que mostr6 mayor influencia fue la Concentracion inicial de Plomo (Q),

seguidas de las Microalgas (Q), el Potencial de Hidrégeno (Q), la Concentracion inicial de

Plomo (L), las Microalgas (L) y el Potencial de Hidrégeno (L).
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4.2.4. Estimaciones del efecto parala Concentracion Final de Plomo (CFP)

Tabla 11. Resultados de las estimaciones de efecto para la concentracion final de Plomo (CFP)

Std. Err. -95.% +95.%
Factor Effect Pure Err 1) P Cnf.Limt Cnf.Limt
Mean/Interc. 95550 0,096103 99,4243 0,000000 92882 98218
g;)g'(f_r)oa'gas 14,8950 0235404 -20,7940 0,000032 -55486 -4,2414
Microalgas -4,8445 0,162241 -29.8599 0,000007 -5,2950  -4,3940
(9/L)(Q)
(2)Concentracion
inicial de Plomo ~~ 5,8675 0235404 24,9252 0,000015 52139 65211
(ma/L)(L)

Concentracion
inicial de Plomo -11,0520 0,162241 -68,1209 0,000000 -11,5025 -10,6015

(mg/L)(Q)

(3)Potencial de

hidrégeno -1,8325 0,235404 -7,7845 0,001469 -2,4861 -1,1789
(PH)(L)

Potencial de

hidrégeno 4,7830 0,162241 29,4808 0,000008 4,3325 5,2335
(PH)(Q)

1L by 2L -5,7450 0,332911 -17,2568 0,000066 -6,6693 -4,8207
1L by 3L 0,8350 0,332911 2,5082 0,066186 -0,0893 1,7593
2L by 3L -1,3200 0,332911 -3,9650 0,016608 -2,2443 -0,3957

En la Tabla 11 se observan los resultados de las estimaciones de efecto, donde la
primera columna muestra los valores de los efectos, la segunda los valores de la desviacion
estandar representadas a través del error puro. También el valor p visualizado en la cuarta
columna para todos sus valores menores que el nivel de significancia, nos afirman que los
efectos son significativos a 95% de nivel de confianza, el Unico que no mostré un valor

estadisticamente significativo (p=0.07) fue la interacciéon M (L) con pH (L).

4.2.5. Resultados del coeficiente de regresion para la Concentracion Final
de Plomo (CFP)
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Tabla 12. Resultados del coeficiente de regresion para la Concentracion final de Plomo (CFP).

Regressn Std.Err. -95% 95%
Factor T4 .

Coeff. Pure Err () Cnf.Limt Cnf.mt
Mean/Interc. 758126 3,529948 214770 0,000028 66,0119 85,6133
E;;[/')'(‘ir)oa'gas 734833 2,809575 -26,1546 0000013 -81,2839 -65,6826
Microalgas 19.3780 0,648964 29.8599 0,000007 17,5762 21,1798
(9/L)(Q)
(2)Concentracion
inicial de Plomo -1,0955  0,042022 -26,0699 0,000013 -12122 -0,9788
(ma/L)(L)
Concentracion
inicial de Plomo 0,0192 0,000282 68,1209 0,000000 0,0184  0,0200
(ma/L)(Q)

(3)Potencial de

hidrogeno (pH)(L) 11,2969 0,551592 20,4805 0,000034 9,7654 12,8283

Potencial de

hidrégeno -1,1957  0,040560 -29,4808 0,000008 -1,3084 -1,0831
(PH)(Q)

1L by 2L -0,2394  0,013871 -172,568 0,000066 -0,2779  -0,2009
1L by 3L 0,4175 0,166456 2,5082 0,066186 -0,0447 0,8797
2L by 3L -0,0137 0,003468 -3,9650 0,016608 -0,0234 -0,0041

R?=0.92698, R?=0.83311, donde Regressn Coeff: Coeficiente de regresion, Std Err
CFP = 75,8126 — 73,4833 M + 19,3780 M? — 1,0955 CIP + 0,0192 CIP? — 0,2394 MCIP
CFP =75,8126 — 73,4833 M + 19,3780 M? — 1,0955 CIP + 0,0192 CIP? — 00,2394 M(CIP)

Pure Err: Desviacion estandar representado por el error puro.

Los resultados del coeficiente de regresion para la CFP (Tabla 12), muestran que los
factores M (Ly Q), CIP (Ly Q), pH (L y Q), las interacciones M (L) con CIP (L) y CIP (L) con
pH (L) fueron estadisticamente significativos a un 95% de nivel de confianza, pero la

interaccion M (L) con pH (L) no fue estadisticamente significativa (p=007).
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4.2.6. Interaccion de las variables Microalgas (M) y Concentracién inicial de

plomo (CIP)

Fitted Surface; Variable: Concentracion final de Plomo (mg/L)
3 3-level factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Pure Error=.11083
DV: Concentracion final de Plomo (mg/L)
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Concentracion inicial de Plomo (mg/L) D <29
B <12

<2

Figura 10. Superficie de respuesta de las variables Concentracion inicial de Plomo (CIP) y

Microalgas (M) para la Concentracién Final de Plomo (CFP).
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Fitted Surface; Variable: Concentracion final de Plomo (mg/L)
3 3-level factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Pure Error=.11083
DV: Concentracion final de Plomo (mg/L)
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Figura 11. Grafica de contorno de las variables Concentracion inicial de Plomo (CIP) y

Microalgas (M) para la Concentracion Final de Plomo (CFP).

En las Figuras (10 y 11) se observa la superficie de respuesta y las curvas de contorno
en la Concentracion final de Plomo (CFP), con la interaccion de las variables Microalgas (M) y
Concentracion inicial de Plomo (CIP). Estas indican que cuando se trabajo a concentraciones
de 2 a 2.2 g/L de My una CIP entre 35y 55 mg/L, se obtuvieron Concentraciones finales de
Plomo (CFP) menores a 2 mg/L (region verde oscura).

La siguiente ecuacion de las regresiones significativas es el modelo generado por las
variables My CIP para la CFP:

CFP = 75,8126 — 73,4833 M + 19,3780 M? — 1,0955 CIP + 0,0192 CIP? — 0,2394 MCIP

Ecuacién 5
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Donde:

CFP: Concentracion final de Plomo (mg/L)
M: Microalgas (g/L)

CIP: Concentracion inicial de Plomo (mg/L)

Cossich (2002) menciona que los microorganismos son 6ptimos absorbentes de metales
pesados por los siguientes mecanismos: (i) A través de la facilitacién, usando microorganismos
viables (acumulacion/ precipitacion extracelular), (ii) utilizando microorganismos vivos o
muertos (sorciébn o complejacion de la superficie celular) y (iii) actividad microbiana
(acumulacion intracelular).

Los mecanismos involucrados para acumular metales difieren tanto para células vivas,
como para las muertas; Suresh Kumar, Dahms, Won, Lee, & Shin (2015) indican que la
bioacumulaciéon comprende un modo activo y pasivo. Los metales pesados en forma de iones
pueden quedar atrapados en la estructura celular y posteriormente ser biosorbidos en los sitios
de union presentes en la estructura celular. Este método de captacion es independiente del
ciclo metabdlico biolégico y comprende la “biosorcion” o “captacion pasiva”’(Malik, 2004). Los
metales pesados también podrian pasar a la célula, a través de la membrana celular en el ciclo
metabdlico celular. La absorcién de metal por los modos activo y pasivo puede denominarse
“bioacumulacién” (Kumar et al., 2015). De igual modo en las microalgas, la bioacumulacién de
metal podria clasificarse en dos: (i) absorcién biosorptiva por biomasa no viva, no en
crecimiento o productos de biomasa, y (ii) bioacumulacion por células vivas (Aksu, 1998).

En la actividad de eliminacion de metales pesados utilizando microalgas, existen una
variedad de factores que influyen en el proceso; exactamente el nivel de toxicidad de los iones
metdlicos da lugar a factores bidticos y abioticos: El primero incluye: tolerancia, tamafio y
etapas de la vida, especies, area de superficie, dependiendo de la division de algas y nutricion

relacionada con los microorganismos utilizados para las pruebas. El segundo incluye: el
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tamafio idnico, peso atémico o reduccién potencial del metal, sustancias orgénicas, pH,
temperatura, concentracion de metal y la especiacién, la presencia de otros metales como
factores extrinsecos, concentracién de biomasa (en estado vivo o muerto), regeneraciéon (y
posibilidad de reutilizacion) y pretratamiento como factores intrinsecos, salinidad y dureza,
ligandos inorganicos e interacciones (D6nmez, Aksu, Ozturk, & Kutsal, 1999; Monteiro, Castro,
& Malcata, 2012; Kumar et al., 2015).

Los estudios que emplean células muertas (matadas por calor, secas, acidas y/o tratadas
guimicamente), indican que el metal no se absorbe en las células; mas bien, solo se adsorbe
en la superficie celular y, por lo tanto, solo se explota una pequefia fraccion de la capacidad
de bioacumulacion. En cuanto a la acumulacion de iones de metales pesados por células
muertas, estas pueden remover en la misma o mayor proporcion que las células en desarrollo
0 en reposo. La principal razén de ello es la eliminacion del desarrollo microbiano cuando la
concentracion de metales pesados es exorbitante o cuando los microorganismos adsorben
grandes cantidades de iones metalicos. El uso de biomasa muerta para la remocién de metales
pesados en el agua resulta mas beneficioso, ya que los microorganismos muertos no se ven
dafados por los residuos toxicos, no requieren nutrientes u oxigeno especificos a diferencia
de las vivas, puede utilizarse para muchos ciclos de absorcion, permiten su almacenamiento
y utilizacién durante ciclos prolongados a temperatura ambiental sin efectos de putrefaccion,
a este proceso también se le puede denominar biosorcion (Aksu, 1998; Malik, 2004). Ademas,
es fundamental tener en cuenta que la presencia de aminoacidos, materia orgénica, acidos
humicos, acido fulvico, acido etildiaminotetraacético (EDTA) y acido nitrilotriacético (NTA)
puede formar complejos con los iones de metales pesados y hacer que no estén disponibles.
También diversas investigaciones indican que las aguas duras disminuyen la toxicidad de los

metales; en contraste, la presencia de ciertos iones como calcio, magnesio y fésforo puede
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aliviar la toxicidad de los metales, con el fin de permitir una mejor absorcion de los iones

metalicos (Kumar et al., 2015).

En sintesis, durante los Gltimos afios la biosorcion por microalgas ha recibido una
importante atencién, mostrando su efectividad en la remocion de Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg, Ni
Pb y Zn en sus variadas formas de iones metélicos presentes en el agua. A su vez Chlorella
Vullgaris en forma de biomasa muerta ha destacado entre todas por su alta capacidad de
remocioén de Pb solo y en soluciones multimetales (Kumar et al., 2015).

4.2.7. Interaccion de las variables Potencial de hidrogeno (pH) y Microalgas
(M)

Fitted Surface; Variable: Concentracion final de Plomo (mg/L)
3 3-level factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Pure Error=.11083
DV: Concentracion final de Plomo (mg/L)
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Figura 12. Superficie de respuesta de las variables M y pH para la CFP.
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Fitted Surface; Variable: Concentracion final de Plomo (mgiL)
3 3-level factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Pure Error=.11083
DV: Concentracion final de Plomo (mg/L)

Potencial de hidrégeno (pH)

2.0 22 24 26 < -1
Microalgas (g/L) I -5

Figura 13. Grafica de contorno de las variables M y pH para la CFP.

Las Figuras 12 y 13, muestran la superficie de respuesta y las curvas de contorno para
la Concentracion final de Plomo (CFP), con la interaccion de las variables M y pH. Estas
muestran que cuando se trabajé a un nivel medio de M (1.8 a 2 g/L) y pH (de 4.5 a 5.5) se
alcanzaron las mejores CFP (CFP>4 mg/L).

La siguiente ecuacion de las regresiones significativas es el modelo generado por las
variables My pH para la CFP:

CFP = 75,8126 — 73,4833 M + 19,3780 M? + 11,2969 pH — 1,1957 pH?

Ecuacion 6
Donde:
CFP: Concentracion final de Plomo (mg/L)
M: Microalgas (g/L)

pH: Potencial de Hidrégeno
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La bioacumulacion de Plomo a través de microalgas estéa condicionado por el pH, éste
puede condicionar la capacidad de disolucién del metal en el agua, asi como su toxicidad.
Muchos estudios e investigaciones confirman que es uno de los parametros que mas influencia
tiene en la bioacumulacién de iones metélicos por biomasa de microalgas. Especificamente,
interviene en la quimica del o los metales disueltos, y los sitios de unién independientes entre
el metal y la superficie celular. Las caracteristicas &cidas o bésicas y la quimica del metal en
solucion, estan ajustados a la influencia del pH en las pruebas de absorcion (Indhumathi,
Shabudeen, Shoba, & Saraswathy, 2014; Kumar et al., 2015; Monteiro et al., 2012).

Cuando los iones metalicos (Cu?*, Mn?*, Zn?*, Ni?*, Cd?*, Fe®* y Pb?*) estan presentes en
el agua, se liberan los protones y metales previamente unidos y los iones metalicos posteriores
(Cu?*, Mn?*, Zn?*, Ni?*, Cd?*, Fe®" y Pb?*) se sorben en las algas. A pH bajo los iones hidronio
(untipo de protoén hidratado) que se liberan, podrian estar estrechamente unidos a los ligandos
de la pared celular de la biomasa, impidiendo asi la absorcién de los iones metalicos como
resultado de la fuerza repulsiva. Sin embargo, en la medida que el pH se incremente, mas
ligandos como los grupos carboxilo, fosfato, imidazol y amino (todos con carga negativa)
guedaran libres (para unirse con los iones metélicos), y posteriormente se hara efectiva la
atraccion de iones metalicos con carga positiva a través de la biosorcion en la superficie
celular. Monteiro y otros (2012), también mencionan que, a pH bajo los grupos funcionalmente
activos estan asociados con H* (ion hidrén), lo que imposibilita que los metales pesados
cargados positivamente en forma iones se unan (debido a las fuerzas repulsivas). A su vez,
afirman que, al aumentar el pH, los sitios funcionales (de la microalgas) se desprotonan
(quedando libres), favoreciendo el incremento de las cargas negativas, y esto facilita la unién
a los iones metalicos en mayor medida. Es decir, a medida que el pH disminuye, la superficie
celular de la biomasa (viva 0 muerta) se vuelve mas positivo (por la presencia de los protones),

reduciendo la atraccién entre la biomasa y los iones metélicos (intercambio i6nico). De manera
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gue, la aplicacion de un pH mas alto facilitara la absorcion del metal debido a que la superficie

celular de la biomasa estd mas cargada negativamente (atraccion de iones metélicos).

Por otro lado, a niveles extremadamente altos, es posible la precipitacién de la mayoria
de iones metdlicos, lo que provocaria una disminucién en la absorcion, por lo tanto, surge la

necesidad de determinar el pH 6ptimo para las interacciones entre algas y metales.

En éste estudio se determin6é que a un pH 5 se dieron las mejores concentraciones
finales de Plomo (menores a 4 mg/L), asimismo a pH 7, uno de los tratamientos mostré una
concentracion final entre 4 y 9 mg/L. En este sentido, el pH 6ptimo fue de 5.

4.2.8.

Interaccién de la Concentracion inicial de Plomo (CIP) y el Potencial
de hidrégeno (pH)

Fitted Surface; Variable: Concentracion final de Plomo (mg/L)
3 3-level factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Pure Error=11083
DV: Concentracion final de Plomo (mg/L)
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Figura 14. Superficie de respuesta de las variables pH y CIP para la CFP.
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Fitted Surface; Variable: Concentracion final de Plomo (mg/L)
3 3-level factors, 1 Blocks, 17 Runs; M5 Pure Error=.11083
DV: Concentracion final de Plomo (mg/L)
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Figura 15. Grafica de contorno de las variables pH y CIP para la CFP.

Las Figuras 14 y 15, muestran la superficie de respuesta y las curvas de contorno para
la CFP, con la interaccion de las variables pH y CIP. Estas determinaron que cuando se trabajé
a un nivel medio de pH (4.5 a 5.5) y una CIP media (de 35 a 55 mg/L) se obtuvieron las mejores
CFP (CFP>4 mgl/L).

La siguiente ecuacion de las regresiones significativas es el modelo generado por las
variables pH Y CIP para la CFP:

CFP = 75,8126 + 11,2969 pH — 1,1957 pH? — 1,0955 CIP + 0,0192 CIP? — 0,0137 pHCIP
Ecuacion 7

Donde:

CFP: Concentracion final de Plomo (mg/L)

pH: Potencial de Hidrégeno.

CIP: Concentracion inicial de Plomo (mg/L)
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En la actualidad existe poca informacién sobre absorcion de Plomo utilizando Chlorella
Vullgaris, sin embargo, en cuanto a la concentracion inicial no se ha observado ninguna
dificultad para su remocién total. Diversos investigadores (Aksu & Kutsal, 1991; Aung et al.,
2008; Goher et al., 2016; Kumar et al., 2015; Molazadeh, Khanjani, Rahimi, & Nasiri, 2015)
mencionan que concentraciones bajas o altas de Plomo, no son un problema para la remocion,
evidenciando asi que la cantidad disuelta de éste contaminante toxico no representa dificultad

para la absorcién por la biomasa de la microlagas Chlorella Vullgaris.

4.3. Resultados de la Remocion de Plomo (RPb) mediante el Disefio Box —
Behnken

Tabla 13. Resultados de la remocién de Plomo (RPb).

Variables independientes Variable
Codificados No codificados dependiente
Tratamientos X1 X2 X3 Microalgas Ii:)rll?crra? pH Rerg?gr'r?g de
(9/L) (mg/L) (CFP) (%)
1 -1 -1 0 0.23 22 5 27.6
2 1 -1 O 0.38 22 5 47.0
3 -1 1 0 0.23 70 5 56.9
4 1 1 O 0.38 70 5 79.5
5 -1 0 -1 0.23 46 3 93.6
6 1 0 -1 0.38 46 3 94.9
7 -1 0 0.23 46 7 97.2
8 1 0 0.38 46 7 94.8
9 O -1 -1 0.3 22 3 66.0
10 0 1 -1 0.3 70 3 82.5
11 O -1 1 0.3 22 7 73.1
12 0 1 1 0.3 70 7 88.5
13 0O 0 O 0.3 46 5 95.4
14 0O 0 O 0.3 46 5 94.7
15 0O 0 O 0.3 46 5 94.6
16 O 0 O 0.3 46 5 96.4
17 O 0 O 0.3 46 5 95.2
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La Tabla 13 muestra los resultados de la remocion de Plomo (%) utilizando diferentes
concentraciones para las variables independientes en las pruebas. Estos muestran que la
mayor remocion fue a un nivel de 97.2%, de acuerdo a las siguientes condiciones, pH 7,
concentracion inicial de Plomo (CIP) 46 mg/L y microalgas 1.5 g/L. Asimismo se observa que
las mayores remociones se dieron en el punto central evaluado (tratamientos 13-17),
evidenciando asi la optimizacion de las variables utilizadas. Sin embargo, la mayor remocién

se notd en el tratamiento 7 (97.2%).

4.3.1. Resultados de la varianza (ANOVA) para la Remocion de Plomo
(RPb)

Resultados de la varianza (ANOVA) para la Concentracion Final de Plomo (CFP)

mediante el disefio Box - Behnken.

Tabla 14. Resultados de la varianza (ANOVA) para la Remocion de Plomo (RPb)

Factor SM GL CM F-vValor  p-Valor
E;M'(‘:Lr)oa'gas 209896 1 209,896 400,740 0,000037
Microalgas (g/L)(Q) 658,660 1 658,660 1257,534 0,000004
(2)Concentracion

inicial de Plomo 1123,965 1 1123,965 2145008 0,000001
(ma/L)(L)

Concentracion

inicial de Plomo 3842,790 1 3842,790 7336,770 0,000000
(mg/L)(Q)
(3)Potencial de
hidrégeno (pH)(L)
Potencial de

34,115 1 34,115 65,133 0,001280

hidrégeno (pH)(Q) 644,654 1 644,654 1230,793 0,000004
1L by 2L 2,315 1 2,315 4,419 0,103392
1L by 3L 3,295 1 3,295 6,291 0,066186
2L by 3L 0,315 1 0,315 0,601 0,481490
Lack of Fit 358,969 3 119,656 228,451 0,000063
Pure Error 2,095 4 0,524

Total SS 6840,412 16

R?=0.94722, R?=ajustado=087935, donde SM: Suma de Cuadrados, GL: Grados de

Libertad, CM: Cuadrados Medios.
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El andlisis de la varianza para la RPb, el cual se observa en la Tabla 14, muestra que

los efectos principales del adsorbente M (Ly Q), laCIP (Ly Q) y el pH (L y Q), son significativos

para la RPb. Pero las interacciones M (L) con CIP (L), M (L) con pH (L) y CIP (L) con el pH (L)

no fueron significativos (p=0.10, p=0.07 y p=0.48).

4.3.2. Estimaciones del efecto parala Remocién de Plomo (RPb)

Tabla 15. Resultados de las estimaciones de efecto para la Remocién de Plomo (RPb)

Std. Err. -95.% +95.%
Factor Effect t(4 i .
Pure Err ) P Cnf.Limt Cnf.Limt
Mean/Inter. 75,1054 0,208920 359,4937 0,000000 74,5254 75,6855
%M(f_goa'gas 10,2444 0511748 20,0185 0,000037  8,8236 11,6652
Microalgas (g/L)(Q) 12,5073  0,352698 35,4617 0,000004 11,5280 13,4865
(2)Concentracion
inicial de Plomo 23,7062 0,511748 46,3239 0,000001 22,2853 25,1270
(mg/L)(L)
Concentracion
inicial de Plomo 30,2103 0,352698 85,6550 0,000000 29,2311 31,1896
(mg/L)(Q)
(3)Potencial de 41301 0511748 80705 0,001280  2,7092 5,5509
hidrogeno (pH)(L)
Potencial de 12,3736 0,352698 -35,0827 0,000004 -13,3528 -11,3943
hidrogeno (pH)(Q)
1L by 2L 15,214  0,723720 21,022 0,103392  -0,4879 3,5308
1L by 3L 18,152 0,723720 -25,082 0,066186  -3,8246 0,1942
2L by 3L .0,5610 0,723720 -0,7752 0,481490 -2,5704 1,4483

En la Tabla 15 se observan los resultados de las estimaciones de efecto, déonde la

primera columna muestra los valores de los efectos, la segunda los valores de la desviacion

estandar representadas a través del error puro. Ademas, el valor p visualizado en la cuarta

columna muestra que los factores M (L y Q), CIP (Ly Q), pH (L y Q), fueron estadisticamente

significativos a un 95% del nivel de confianza, excepto las interacciones M(L) con la CIP (L),

laM (L) conel pH (L) ylaCIP (L) con el pH (L), que mostraron un p-valor menor a 0.05 (p=0.10,

p=0.07 y p=0.48).
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4.3.3. Resultados de regresion parala Remociéon de Plomo (RPb)

Tabla 16. Resultados del coeficiente de regresion para la Remocioén de Plomo (RPb).

Regressn  Std.Err. -95% 95%
Factor T .
Coeff. Pure Err () Cnf.Limt Cnf.mt
Mean/Interc. -191,386 7,673800 -24,9401 0,000015 -212,691 -170,080
(1)Microalgas

211,983  6,107772 34,7070 0,000004 195,025 228,941
(g/L)(L)

Microalgas (g/L)(Q) -50,029 1,410791 -35,4617 0,000004 -53,946 -46,112
(2)Concentracion

inicial de Plomo 5,222 0,091352 57,1585 0,000001 4,968 5,475
(mg/L)(L)

Concentracion

inicial de Plomo -0,052 0,000612 -85,6550 0,000000 -0,054 -0,051
(mg/L)(Q)

(3)Potencial de
hidrégeno (pH)(L)
Potencial de

-27,817 1,199112  -23,1983 0,000020 -31,147 -24,488

hidrégeno (pH)(Q) 3,093 0,088174 35,0827  0,000004 2,849 3,338
1L by 2L 0,063 0,030155 2,1022 0,103392 -0,020 0,147
1L by 3L -0,908 0,361860 -2,5082  0,066186 -1,912 0,097
2L by 3L -0,006 0,007539 -0,7752  0,481490 -0,027 0,015

R?=0.94722, R?=ajustado=0.87935, donde: SM: Suma de Cuadrados, GL: Grados de Libertad,

CM: Cuadrados medios.

Los resultados del coeficiente de regresion para la RPb (Tabla 16), muestran que los
factoresM (Ly Q), CIP (Ly Q), pH (L y Q), fueron estadisticamente significativos a un 95% del
nivel de confianza, pero las interacciones M(L) con la CIP (L), la M (L) con el pH (L) y la CIP

(L) con el pH (L) no fueron estadisticamente significativas (p=0.10, p=0.07 y p=0.48).
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4.3.4. Interaccion de las variables Concentracion inicial de plomo (CIP) y
microalgas (M)

Fitted Surface; Variable: Remocién de Plomo (%)
3 3-level factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Pure Error=5237713
DV: Remocion de Plomo (%)

SO0\ HD BREONER

B - 90
<84
B <74
[]<64
[]<54
[ < 44
B <34
B <24

Figura 16. Superficie de respuesta de las variables M y CIP para la RPb
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Fitted Surface; Variable: Remocién de Plomo (%)
3 3-level factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Pure Error=5237713
DV: Remocion de Plomo (%)
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I <54
<74
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Microalgas (g/L) M <24
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Concentracion inicial de Plomo {mglL)
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Figura 17. Grafica de contorno de las variables M y CIP para la RPb.

En las Figuras (16 y 17) se observa la superficie de respuesta y las curvas de contorno
en la RPb con la interaccion de las variables M y la CIP. Las microalgas son microorganismos
con mecanismos moleculares que les permiten absorber los metales pesados esenciales y no
esenciales para su crecimiento. Tienen rapida capacidad de absorcién y gran relacion
superficie/volumen que no generan residuos toxicos y es Util en sistemas continuos como
discontinuos (Kumar et al., 2015). Asimismo, se observa que la eficiencia en la absorcion de
iones metalicos aumentd de 27.6% a 97.2 %, cuando la CIP fue 22 a 46 mg/L, mientras que
las M se mantuvieron a 1.5. Con respecto a ello Edris, Alhamed & Alzahrani (2012), indican
gue este aumento en la remocion ocurrid al incrementar la CIP. De manera que, un aumento
en la concentracion inicial de iones proporciona una mayor fuerza impulsora para superar toda
la resistencia de intercambio de masa entre la fase sélida y acuosa, lo que resulta en una
mayor absorcion de metales pesados. En relacion a lo anterior, resultados similares fueron

reportados por Chen, Ma, & Han (2008); y Riaz, Nadeem, Asif, Mehmood & Rehman (2009).
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Por otro lado, la concentracién 6ptima de M fue 2 g/L cuando la eficiencia de la absorcién

aumento de 94.6% a 96.4%, la CIP fue de 46 mg/L y las M se mantuvieron a 2 g/L. En relacion
a lo anterior, resultados similares fueron reportados por: Goher et al., (2016) quienes utilizando
M Chlorella Vullgaris a concentracién de 2 mg/L y CIP de 50 mg/L alcanzaron una maxima
remocion de 99.4%. A su vez, Konig-peter et al. (2015) en un estudio de absorcion utilizando
Chlorella Vullgaris a concentracion de 2 g/L, obtuvieron remociones de hasta un 90%,
notificando que la capacidad de absorcion aument6 al disminuir la dosis del biosorbente,
debido a la interferencia entre los sitios de union del biosorbente.
Por otro lado Goher et al., (2016), proporcionan que algunas capacidades de adsorcién podrian
disminuir junto con el aumento de la masa / dosis adsorbente. Esto podria deberse a la
presencia de una mayor densidad de solidos que podria dar lugar a menos oportunidades para
contactar todos los sitios de adsorcion.

La siguiente ecuacion de las regresiones significativas es el modelo generado por las
variables My CIP para la RPb:

RPb =-191,386 + 211,983 M — 50,029 M?+ 5,222 CIP — 0.052 CIP? Ecuacion 8
Donde:

RPb: Remocién de Plomo (mg/L)

M: Microalgas (g/L)

CIP: Concentracion inicial de Plomo (mg/L)
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4.3.5.

Interaccion de las variables Potencial de Hidrogeno (pH) y
Microalgas (M)

Fitted Surface; Variable: Remocion de Plomo (%)
3 3-level factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Pure Error=5237713
DV: Remocién de Plomo (%)

\5/) SO\ P VRO

I = 100
<92
<72

Figura 18. Superficie de respuesta de las variables M Y pH para la RPDb.
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Fitted Surface; Variable: Remocion de Plomo (%)
3 3-level factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Pure Error=5237713
DV: Remocién de Plomo (%)

Potencial de hidrogeno (pH)

, 1.4 1.6 1.8 2.0 272 24 26 E :: ;go
Microalgas (g/L) <72

Figura 19. Grafica de contorno de las variables M y pH para las variables RPb.

En las Figuras (18 y 19) se observa la superficie de respuesta y las curvas de contorno
en la RPb con la interaccion de las variables M y pH. Estas sefialan que cuando se trabaja a
concentracion de 2 g/L de My pH de 5 se obtendran RPb mayores al 92% (region amarilla).

El pH es uno de los factores mas importantes en la remocién de metales pesados y otros
parametros (Kumar et al., 2015). En las Figuras 17 y 18 se observa que le eficiencia de
eliminacion de iones de metales aument6 de 93.6% a 97.2%, mientras que el pH aumento de
3 a 7; debido a la confirmacion de las réplicas, el pH 6ptimo fue de 5 con una concentracion
de 2g/L de M, estas remociones oscilaron entre 94.6% y 96.4%. Con respecto a ello, Aksu &
Kutsal, (1991); Goher et al.,, (2016) y Konig-peter, Kilar, & Felinger (2015) encontraron
resultados idénticos en la remocién, notificando que a un pH entre 5.0y 6.0 y 2 g/L de M los
grupos carboxilicos (- COOH) estan desprotonados y con carga negativa; es decir, el aumento
del pH, favorecié la unién con los metales pesados en mayor medida. En un estudio de

absorcion se registré que el papel mas dominante en la uniéon de Plomo con Chlorella Vullgaris
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se desempefiaron los grupos carboxilo de proteinas y polisacaridos carboxilados. Estos grupos
funcionales tuvieron mayor capacidad para interactuar con los iones metélicos porque
estuvieron desprotonados al mismo pH (5-6) de manera constante en varias pruebas (Konig-
peter et al., 2015).

Con respecto a las pruebas con pH 3, se obtuvieron remociones entre 66% y 94.9.
Monteiro et al., (2012), confirman que a niveles bajos de pH, los grupos funcionales estan
asociados con el ion H+, limitando que los iones metélicos se unan (debido a las fuerzas
repulsivas).

A su vez la mayor remocién (97.2%) se dio a un pH 7, Ho (2005) registr6 que un pH 7,
es adecuado para unir Plomo. Konig-peter et al., (2015), indican que esto se debe a la
presencia de otros grupos funcionales, como fosfato, hidroxilo y amino, presentes en las
superficies de las células de las microalgas, puesto que su capacidad de desprotonacion es
posible solo a valores de pH mas altos. En sintesis, el proceso de absorcién disminuy6
conforme se redujo el nivel de pH.

La siguiente ecuacion de las regresiones significativas es el modelo generado por las
variables M y pH para la RPb:

RPb =-191,386 + 211,983 M — 50,029 M? — 27.817pH + 3,093 pH? Ecuacién 9
Donde:

RPb: Remocién de Plomo (mg/L)

M: Microalgas (g/L)

pH: Potencial de Hidrégeno.
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4.3.6.

Fitted Surface; Variable: Remocion de Plomo (%)
3 3-level factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Pure Error=5237713
DV: Remocién de Plomo (%)

15/2) OWIDA 3P VGO

Interaccion de las variables Concentracion Inicial de Plomo (CIP) y
Potencial de Hidrogeno (pH)

B - 100
<88
Bl <68
B <48

Figura 20. Superficie de respuesta de las variables pH y CIP para la RPb.
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Fitted Surface; Variable: Remocién de Plomo (%)
3 3-level factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Pure Error=5237713
DV: Remocién de Plomo (%)
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Potencial de hidrégeno (pH) B < 48

Figura 21. Grafica de contorno de las variables pH Y CIP para la RPb.

En las Figuras (20 y 21) se observa la superficie de respuesta y las curvas de contorno
en la RPb con la interaccion de las variables pH y CIP. Estas sugieren que cuando se trabaja
aunpH3,5Y 7y46 mg/L de CIP, se obtendran RPb de hasta 94, 96.4 y 97.2% (region roja).
En relacion a lo anterior, Aksu & Kutsal, (1990) y Klimmek, Stan, Wilke, Bunke & Buchholz
(2001) registraron remociones de hasta un 80% a pH 4 y 5. Con respecto al pH 5, Goher et al.,
(2016) y Konig-peter et al., (2015) obtuvieron remociones maximas de 99.4% al mismo pH (5),
CIP de 50 mg/L y una concentracion de M de 2 g/L. Esto debido a la presencia de los grupos
funcionales carboxilo de proteinas y polisacéridos carboxilados, los cuales favorecen la
atraccion de iones de metales pesados a la superficie celular de la biomasa seca.

Por otro lado a un pH 7 se obtuvieron remociones de hasta un 97.2%, Konig-peter et al.,

(2015) menciona que esto se debe a la presencia de los grupos funcionales fosfato, hidroxilo
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y amino, presentes en las superficies de las células de las microalgas, los cuales alcanzan la
desprotonacion a niveles mas altos de pH, favoreciendo asi en mayor medida el proceso de
absorcion.

En cuanto a la CIP, se pudo registrar que la concentracion optima fue de 46 mg/ L. Kumar
et al., (2015) menciona que la eficiencia de los organismos de biomasa muerta pueden tener
diferentes porcentajes de remocion dependiento del metal a remover, esto debido a que su
capacidad de remocién varia por tener diferentes condiciones ambientales 6ptimas.

La siguiente ecuacion de las regresiones significativas es el modelo generado por las
variables pH y CIP para la RPb:

RPb =-191,386 - 27.817 pH + 3.093 pH? + 5,222 CIP — 0.052 CIP Ecuacion 10
Donde:

RPb: Remocién de Plomo (mg/L)

M: Microalgas (g/L)

pH: Potencial de Hidrégeno.
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4.4. Correlacién de Bioabsorcion
La Tabla 17 muestra el resumen de los ensayos de absorcion, dénde se visualizan las
variables microalgas, concentracion inicial de plomo y pH como dependientes y concentracion

final de plomo y remocion de plomo como variables dependientes respectivamente.

4.5. Con Respecto los ECAs y LMPs

De acuerdo a los resultados obtenidos de los ensayos de bioabsorcion, en contraste con
los estandares de calidad ambiental (ECA) para agua se puede observar que se el 1.28 mg/L
(el mejor resultado) no cumple con el estandar requerido para todas las categorias

establecidas.

Asimismo, en cuanto a los Limites Maximos Permisibles (LMP) para los efluentes de Plantas
de Tratamiento de Aguas Residuales Domésticas o Municipales el plomo no es parametro

evaluable para ser comparado con ésta normativa nacional.

Por lo tanto, el efluente no se debe utilizar en alguna actividad, puesto que la concentracion
del remanente del plomo total no cumple con los ECA para agua y los maximos niveles de los
LMPs. Esto debido, a que, en las pruebas de laboratorio, las concentraciones iniciales de
plomo total a remover fueron altas en comparacion a un posible escenario de un cuerpo de

agua superficial como una laguna, rio, quebrada, manantial, entre otros.
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Tabla 17. Resumen de los ensayos de bioabsorcion.

Variables independientes Variables dependientes
Codificados No codificados

Tratamientos X1 X2 X3 Microalgas Elpmo oH Qoncentracién Remocion

inicial final de Plomo  de Plomo

@L)  (mgh) oy (PP
1 -1 -1 0 15 22 5 16.01 27.6
2 1 -1 0 2.5 22 5 11.72 47.0
3 -1 1 O 15 70 5 30.11 56.9
4 1 1 O 2.5 70 5 14.33 79.5
5 -1 0 -1 15 46 3 2.89 93.6
6 1 0 -1 2.5 46 3 2.3 94.9
7 -1 0 1 15 46 7 1.28 97.2
8 1 0 1 2.5 46 7 2.36 94.8
9 O -1 -1 2 22 3 7.51 66.0
10 o 1 -1 2 70 3 12.21 82.5
11 0O -1 1 2 22 7 5.94 73.1
12 O 1 1 2 70 7 8 88.5
13 0O 0 O 2 46 5 2.09 95.4
14 0O 0 O 2 46 5 24 94.7
15 0O 0 O 2 46 5 2.44 94.6
16 0O 0 O 2 46 5 1.61 96.4
17 0O 0 O 2 46 5 2.19 95.2
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5.1.

CAPITULO V

5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Se evalué la remocién iones de Plomo total por bioabsorcibn mediante la
aplicacion de biomasa de la microalga Chlorella Vullgaris deshidratada, la cual
mostré ser determinante para remover iones de plomo total presentes en agua
contaminada y el proceso determinante de los ensayos fue la bioabsorcion
pasiva.

Se obtuvo la biomasa deshidratada de la microalga Chlorella Vullgaris a partir
de su produccion en soluciones acuosas con el medio de cultivo Bay Folan, la
cantidad utilizada para los ensayos de bioabsorcién fue de 5.1 gramos
respectivamente.

Se determiné las concentraciones Optimas de las variables microalgas, pH y
concentracion inicial de Plomo en el proceso de absorcion de iones de Plomo
total presentes en soluciones acuosas, las cuales mediante los ensayos y el
disefio estadistico Box — Behnken fueron 1.5 g/L, 7 y 50 mg/L, respectivamente.
Se determiné la eficiencia de la microalga Chlorella Vullgaris obtenida a partir
de su produccién a escala de laboratorio en la bioabsorcion de iones de plomo
total en soluciones acuosas, la cual posteriormente a los procesos de
centrifugacion durante 15 min a 4000 RPM, deshidratacion por 48h a 105°C,
agitacion a 200 RPM durante 20 min a 21°C y posterior filtrado, presentd una
eficiencia maxima del 97.2%, logrando reducir la cantidad disuelta de este metal

desde 50 mg/L hasta 1.28 mg/L presentes en el agua.
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5.2.

Recomendaciones

Estudiar la capacidad de bioabsorcion de Pb total con la microalga Chlorella
Vullgaris a diferentes temperaturas en el proceso de agitacion.

Estudiar la influencia de las sales presentes en Chlorella Vullgaris en el proceso
de produccion y como éstas influyen en el proceso de bioabsorcién de Pb total
en agua.

Estudiar la influencia e interaccién del pH y el tamafio de las particulas a niveles
nano (andlisis de microscopia electronica de barrido y espectroscopia infrarroja
con transformadas de Fourier, entre otros) de la biomasa deshidratada de
Chlorella Vullgaris para la bioabsorcion de Pb total, siendo estos factores
determinantes para su remocion.

Estudiar la desorcion de Pb total posteriormente al proceso de biosorcion
utilizando biomasa deshidratada de Chlorella Vullgaris y de esta manera

determinar el nUmero de veces que se puede volver a utilizarla.
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ANEXOS

Anexo 1. Inoculo de Chlorella Anexo 2. Primera siembra de
Vullgaris obtenido del Instituto del microalgas.
Mar del Peru.

Anexo 3. Preparacién de solucion Anexo 4. Primera Siembra de
de Bay Folan. microalgas con exposién a luz LED.
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Anexo 6. Muestra de microalgas Anexo 5. Medio de cultivo Bay Folan e
después de 7 dias de cultivo. in6culo de microalgas a sembrar.

Anexo 8. Inéculo cultivado de la Anexo 7. Inéculo cultivado de tercera
tercera siembra a mitad de semana. siembra en el dia 7.
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Anexo 10. Siembra de microalgas

. Anexo 9. Siembra de microalgas
en probetas de un litro.

en vaso precipitado de un litro.

Anexo 11. Siembra en dos Anexo 12. Preparacion de medio
probetas de Litro después de los Bay Folan en un vaso precipitado
siete dias de cultivo. de un litro.
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Anexo 14. Bay Folan utilizado como
medio para la produccién de Anexo 13. Siembra de microalgas en cinco
microalgas. probetas de dos litros cada una.

Anexo 16. Cultivo de microalgas en 5 Anexo 15. Siembra de microalgas con luz
probetas de 2 litros con luz LED. LED durante la noche.
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Anexo 19. Siembra de

microalgas con 4 probetas de 2 _
litros y 4 probetas de un litro. Anexo 18. Nitrato de Plomo.
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Anexo 22. Muestras de las soluciones de 22, 46 y 70 mg/L.

Anexo 21. Agitacion de Nitrato de Anexo 20. Biomasa de microalga
Plomo en agua destilada 800 RPM. tamizada en la malla 100.
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Anexo 24. Tamiz con malla 100 utilizado Anexo 23. Una muestra de microalga
para cernir la biomasa seca de obtenida para los ensayos de absorcién.
microalgas.

Anexo 25. Muestras de biomasa que se utilizaron en los ensayos de bioabsorcion.
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Anexo 27. Agitacion de solucién de Anexo 26. Agitacion de solucion de
plomo con microalgas (tratamiento 1). plomo con microalgas (tratamiento 2).

(4 | ( fes )
; )
\ o IMPICIEN

Anexo 29. Agitacion de solucion de

. : Anexo 28. Agitacion de solucion de
plomo con microalgas (tratamiento 3).

plomo con microalgas (tratamiento 6).
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Anexo 33. Agitacidon de solucion de Anexo 32. Agitacién de solucion de
plomo con microalgas (tratamiento 8). plomo con microalgas (tratamiento 16).

Anexo 30. Ceramica instalada sobre
el matraz kitasato para el proceso de
filtrado.

Anexo 31. Bomba de succién del
Laboratorio de Monitoreo de suelos de
Ingenieria Ambiental.
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Anexo 36. Acido citrico, Hidroxido de Sodio y Acido nitrico para amortiguar el
pH y preservar las muestras.

Anexo 35. Control del pH de las o .
soluciones de plomo antes del ensayo de Anexo 34. Aiiadido de muestras al filtro
bioabsorcion. Whatman en la ceramica.
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Anexo 39. Ajuste del pH en la Anexo 38. Instalacion de bomba de vacio
solucién de plomo antes de la para el filtrado de las muestras de agua
bioabsorcion. tratadas.
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Anexo 40. Residuo de biomasa contaminada con plomo después del filtrado.

Anexo 42. Preservacion de muestras con Anexo 41. Frascos contenidos con las
Acido Nitrico y control con pHmetro. muestras para llevarse a Delta Lab.
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Anexo 43. Muestras listas para llevarse a analizar.
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Anexo 44 Observacion de las microalgas por
el método de Microscopia — ejemplo 1.

Anexo 45 Observacion de Microalgas por el
método de Microscopia - ejemplo 2.
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Anexo 46. Resultados obtenidos del laboratorio Delta Lab para las soluciones de plomo.
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Anexo 47. Resultados obtenidos del Laboratorio Delta Lab para la concentracion final de

plomo.
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Anexo 48 Documento de Entrega de Cepa de la microalga Chlorella Vullgaris del
IMARPE.




