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RESUMEN

En la presente investigacion se evaluo 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 evalud
la resistencia mediante el crecimiento de Chlorella vulgaris, en matraces de 250mL
con la aplicacion de 1.6, 3.2 y 6.4 mg/L de Arsénico Illen forma de Na;HAsOs3.

La capacidad de bioabsorcion 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 evaluacion de la toxicidad se realiz6 para el efluente que presentdé la menor
concentracion residual de Arsénico en el sistema de flujo por gravedad mediante un
bioensayo, donde se evalu6 la mortalidad de neonatos de Daphnia magna “pulga de
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agua” asi como la determinacion de la concentracion letal media CLso. Los
resultados demostraron una efectivaremocion de Arsénico por Chlorella vulgaris,
evidenciada por un mayor crecimiento en presencia de diferentes concentraciones de
Arsénico Il en comparacion con el cultivo puro de Chlorella vulgaris. La capacidad
de remocion 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 transformacién del Arsénico en

formas organicas menos toxicas.

Palabras clave: bioabsorcion, bioensayos, efluentes, microalga.
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ABSTRACT

In this study we evaluated the effluent arsenic removal Industrial Park Rio Seco
(PIRS) by Chlorella vulgaris bioabsorption with laboratory scale, for it was obtained
by successive dilutions of pure culture microalgae plant effluent Chilpina treatment,
resistance was evaluated by the growth of Chlorella vulgaris in 250 mL flasks with
the application of 1.6, 3.2 and 6.4 mg/L of arsenic 111 Na,HAsO3 shaped.

Bioabsorption ability of effluent arsenic PIRS, was evaluated by the concentration of
chlorophyll a and through the residual concentration of arsenic after subjecting the
effluent to flow rates 20, 40 and 80 mL/min in a gravity flow system, constructed by
interconnected containers packed with 1.5 L pure culture of Chlorella vulgaris.
Toxicity assessment was performed for the effluent had the lowest residual arsenic
concentration in the system by gravity flow by bioassay where neonatal mortality
assessed Daphnia magna " flea water * and the determination of the median lethal
concentration LCsp. The results showed an effective removal of arsenic by Chlorella
vulgaris, evidenced by increased growth in the presence of different concentrations
of Arsenic Il compared with pure culture of Chlorella vulgaris. The arsenic removal
capacity of the PIRS effluents, by gravity flow system was greater than the flow rate
of 20 mL/min with a 60.05% removal, showing a slight reduction of biomass
evidenced by the decrease in concentration chlorophyll a, showing a 50% mortality
of Daphnia magna neonates to 48 hrs. with 3.25 mg/L, less toxic concentration
compared to those reported by a transformation of arsenic occur in less toxic organic

forms.

Keywords: bioabsorption, bioassays, effluents, microalgae.
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INTRODUCCION

Los metales pesados se encuentran entre los contaminantes méas toxicos. Algunos,
como el mercurio (Hg), cadmio (Cd), arsénico (As)- metaloide, cromo (Cr), talio
(T, plomo (Pb), niquel (Ni) y zinc (Zn), constituyen una preocupacién para el
bienestar de los ecosistemas acuaticos y terrestres, y representan un riesgo para la
salud de las personas que consumen productos con altos indices de estos metales en
su constitucion (Gadd, 1993).

El Arsénico (As) es un elemento muy comun en la atmdsfera, en rocas y suelos, en la
hidrosfera y la bidsfera. Es movilizado al medio ambiente a través de una
combinacién de procesos que incluyen tanto procesos naturales (meteorizacion,
actividad bioldgica, emisiones volcéanicas), asi como procesos antropogénicos
(actividad minera, uso de combustibles fésiles, pesticidas, herbicidas, desecantes,
conservadores de la madera, y como aditivos de piensos) (World Health
Organization, 1993).

El Arsénico es un elemento extremadamente toxico para el organismo humano, y no
solo en concentraciones altas, donde la exposicién causa efectos agudos que pueden
llegar a ser letales, también la exposicion durante un largo periodo a bajas
concentraciones relativas de este metal , como por ejemplo, por ingestion de agua, se
producen efectos negativos cronicos para la salud. Por eso, el Arsénico en las aguas
superficiales (rios, lagos, embalses) y subterraneas (acuiferos) susceptibles de ser
utilizadas para consumo o regadio, constituye una gran amenaza para la salud. Ello
es asi, que ha llevado a organismos como la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), la Union Europea (Directiva 98/83) o la Agencia de Proteccion Ambiental
estadounidense (USEPA) a establecer la reduccion del limite del contenido de
Arsénico en agua de consumo de 50 a 10 pug/L (World Health Organization, 1993).
En la actualidad se presentan alternativas como los bioprocesos, que involucran
distintas interacciones entre microorganismos y metales ecotdxicos, realizando
transformaciones que permiten la extraccion o estabilizacion de los metales, la
implementacién de sistemas eficientes de remocién de metaloides como el arsénico

mediante el cultivo de la microalga Chlorella vulgaris, permitiran reemplazar
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algunos métodos convencionales de purificacion de aguas que representen
complejidad en su implementacién y monitoreo, asi como su elevado costo de
operacion.El uso de microalgas en biorremediacion, presenta ciertas ventajas frente a
otras alternativas tradicionales; resultando ser mucho mas selectivas, de mayor
eficacia para grandes volimenes, generando pocos o0 ningun  subproducto
contaminante en su proceso, resultando un minimo impacto ambiental(Madigan, M.,
2002).

En Arequipa las diversas industrias ubicadas en el PIRS (Parque Industrial de Rio
Seco) generan residuos liquidos y solidos, que son vertidos al medio ambiente con
tratamientos deficientes y mayormente sin ningun tratamiento, originando un gran
impacto por contaminacion en el agua, suelo y aire, entre los principales
contaminantes se encuentran metales ecotdxicos como el Cr, As, Cd, Pb, que
repercuten gravemente en la salud humana y en los cultivos de zonas aledafias, cuyos
productos cosechados estan contaminados con concentraciones elevadas de
metaloidesecotoxicos como el Arsénico (World Health Organization, 1993).

El principal objetivo en este trabajo es evaluar la remocion de Arsénico de efluentes
del PIRS, mediante bioabsorcion con Chlorella vulgaris a escala de laboratorio.
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HIPOTESIS

Dado que la microalga Chlorella vulgaris presenta alta tolerancia de supervivencia
en ambientes extremos, en presencia de metales ecotoxicos, es probable que presente
alta capacidad de remocion de Arsénico en efluentes industriales.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la remocion de Arsénico de efluentes del Parque Industrial de Rio Seco
(PIRS), mediante bioabsorcidn con Chlorella vulgaris a escala de laboratorio.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Aislar e identificar Chlorella vulgaris de muestras de agua provenientes de
efluentes de aguas residuales.

- Observar la cinética de crecimiento de Chlorella vulgarisen distintas
concentraciones de Arsénico Il

- Disefiar y construir un sistema de flujo por gravedad para Chlorella vulgaris a
escala de laboratorio.

- Evaluar la capacidad de bioabsorcion de Arsénicomediante un sistema de flujo
por gravedad con Chlorella vulgaris, en efluentes industriales del PIRS (Parque
Industrial de Rio Seco).

- Determinar la toxicidad de efluentes industriales del PIRS tratados con Chlorella

vulgaris,mediante el bioanalisis con Daphnia magna.
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VARIABLES E INDICADORES

La siguiente tabla muestra las variables e indicadores que se evaluaron en la presente

investigacion:

Descripcion de Variables Independientes y Dependientes

Variables independientes Indicadores
-Concentracion de Arsénico Concentracion Arsénico Il a partir de Na,HASO3,
(mg/L)
-Velocidad de flujo Velocidad de paso del efluente del PIRS
(mL/min)

-Concentracion de efluente | Diluciones del efluente tratado,

tratado N
(mL agua reconstituida/mL del efluente tratado)
Variables dependientes Indicadores
-Crecimiento de Numero de células de Chlorella vulgaris/ Ml
Chlorella vulgaris Concentracion de Clorofila A (mg/L)
-Bioabsorcion de Arsénico Concentracion residual de Arsénico (ppm)

-Toxicidad del efluente tratado | Determinacion de la CLsg a los 48 hrs.
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CAPITULO |

MARCO TEORICO

1.1 CARACTERISTICAS DE LA MICROALGA Chlorella vulgaris

Chlorella aparecio en la Tierra hace aproximadamente 1.5 o 2 mil millones de afios.
Es un alga verde unicelular de agua dulce; forma esférica, cerca de 2-10 micras de
diametro que es extensamente encontrada en lagos y pantanos por todo el mundo. El
nombre Chlorella proviene del griego Chloros, que significa verde, y del latin ella,
que significa cosa pequefia, con un diametro que es entre 100 y 1.000 veces menor a
1 mm (Figura N°1). El color verde lo obtiene de los cloroplastos, que son las
estructuras encargadas de realizar la fotosintesis.Gracias a la fotosintesis, que es el
proceso por el que adquiere carbono de la atmosfera (como elemento vital para su
crecimiento y desarrollo) forma parte de la base de la cadena alimenticia (Madigan,
M., 2002).

Se reproduce muy rapidamente y de forma asexual. Para eso precisa el carbono que
obtiene de la fotosintesis, agua, luz y pequefias cantidades de minerales. Debido a su
rpido crecimiento, se estudia la posibilidad de que sea utilizada para producir
biodiésel. Contiene grandes cantidades de proteinas, vitamina C, betacaroteno y
vitaminas B (B1, B2, B6 y B12). Es utilizada para fabricar suplementos alimenticios,
productos cosméticos contra el envejecimiento, para estimular el sistema inmune y

para la desintoxicacion de metales pesados (Madigan, M., 2002).
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Figura N° 1.
Cultivo de Chlorella vulgaris (100X).
Fuente: Obtencion de protocolos para el aislamiento, cultivo y extraccion de
ADN de Chlorella vulgaris Beyerinck(Montes J., 2012).

1.2 TAXONOMIA DE Chlorella vulgaris.

La microalga Chlorellavulgaris taxonomicamente (M.W. Beyerinck, 1890) se

encuentra clasificada de la siguiente manera:

Reino: Protista
Division: Chlorophyta
Clase: Chlorophyceae
Orden: Chlorococcales
Familia: Oocystaceae
Género: Chlorella
Especie: Chlorella vulgaris

1.3 USOS POTENCIALES DE Chlorella vulgaris.
Comparada con otras plantas, la microalga Chlorella tiene una alta concentracion de
clorofila, asi que su capacidad de fotosintesis es muchas veces mayor que la de otras

plantas. Chlorella vulgaris puede dividirse en cuatro celulas cada 20 hrs. (Kanno y
Kazie, 2005).
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En el curso del tiempo, el uso continuo del alga bajo condiciones controladas ha sido
importante, con diversas posibilidades econémicas. La investigacion con la
microalga ha demostrado que la biomasa puede ser usada para aplicaciones, como
son: alimento para animales, biofertilizantes, condicionador del suelo, alimento de
los acuarios o puede ayudar a resolver problemas de salud publica, por medio de la
purificacion bioldgica de las aguas negras de las ciudades (Kanno y Kazie, 2005).

Chlorella esta siendo investigada como un nuevo recurso alimenticio (ya que una
célula de estacontiene cerca de 50% de proteinas, 5% de clorofila y un gran nimero
de vitaminas y carotenos) para utilizarse en las poblaciones humanas pobres de todo
el mundo y para proveer comida y oxigeno en viajes al espacio y en submarinos
(Lee, 1995). Segun se ha documentado, posee beneficios terapéuticos, como la
capacidad de desintoxicar al organismo de metales pesados como el Hg, el Cd vy el
Pb entre otros quimicos, que son contaminantes agregados a insecticidas o plasticos.
Ademas se piensa que posee la capacidad de prevenir el cancer (Konishi et al.,
1996).

Las investigaciones sobre el cultivo de microalgas revisten gran importancia dada su
amplia aplicacion biotecnologica y comercial. En tal sentido, se han utilizado los
cultivos discontinuos por su relativo facil manejo, para determinar la cinética de
crecimiento y los parametros que influyen en el desarrollo poblacional de las
microalgas (Abalde et al.1995).

Sin embargo, el uso de los medios de cultivo sintéticos ha incrementado
sustancialmente el valor economico para la produccion de la biomasa de estos

microorganismos (Gonzalez et al. , 1999).

1.4 PARAMETROS DEL CULTIVO DE Chlorella vulgaris.
Un cultivo tiene tres diferentes componentes: un medio de cultivo contenido en un
recipiente adecuado; las algas creciendo en el medio y aire, para permitir el

intercambio de dioxido de carbono entre el medio y la atmosfera.
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Los parametros mas importantes que regulan el crecimiento de las algas son
principalmente la luz, el pH, la turbulencia, la salinidad y la temperatura,entre otros.
(Barsanti et al., 2006).

e Temperatura
La mayoria de la especies de microalgas toleran temperaturas entre 16 y
27°C, aunqgue esto puede variar de acuerdo a la composicion del medio de
cultivo o la especie cultivada. Un valor intermedio de 18-20°C es
frecuentemente empleado. Temperaturas por debajo de los 16°C pueden
retardar el crecimiento, mientras que aquellas por arriba de los 35°C son

letales para cierto nimero de especies (Barsanti et al., 2006).

o Luz
Como en las plantas, la luz es la fuente de energia que promueve las
reacciones fotosintéticas en las algas. Aqui, la intensidad, la calidad espectral
y el fotoperiodo deben ser considerados (Barsanti et al., 2006).

° pH
El rango del pH para la mayoria de las especies de algas cultivadas es entre 7
y 9, siendo el rango 6ptimo 8.2-8.7. Para mantener unvalor aceptable es

necesario airear el medio de cultivo (Barsanti et al., 2006).

e Aireacion
La aireacion es necesaria para prevenir la sedimentacion de las algas, para
asegurar que todas las células de la poblacion estan igualmente expuestas a la
luz y los nutrientes, y para mejorar el intercambio de gases entre el medio de

cultivo y el aire (Barsanti et al., 2006).
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1.5 POTENCIAL BIORREMEDIADOR DE Chlorella vulgaris.

El género Chlorella es un alga verde que, debido a su capacidad de fotosintetizar (le
permite carecer de un aporte exdgeno de materia organica) y a su situacion en las
cadenas troficas como productor primario, le convierte en un organismo ideal para
experimentar su capacidad de acumular metales. Se trata de un alga esférica,
unicelular, eucariota y que presenta clorofila a y b. Vive en medios marinos, en el
agua dulce e incluso en suelos encharcados. Ademas es frecuente que aparezca en
simbiosis con esponjas, hydra y paramecio. Se ha demostrado que es capaz de
absorber grandes cantidades de metales, principalmente Cr**, Fe®*, Cu®*, zn**, Pb*" y
Hg?*. El proceso que realiza para incorporar los metales a sus células consiste, a
grandes rasgos, en dos etapas. La primera de ellas, denominada biosorcion,
transcurre en muy poco tiempo y es similar tanto en la pared celular como en toda la
célula, es decir que ambas estructuras introducen, en un tiempo similar, cadmio,
plomo y cobre, mediante un intercambio de iones en el que el Na, Mg y Ca resultan
desplazados a favor de los metales pesados. A continuacion el metal puede unirse a
distintos grupos funcionales como aminas, alcoholes, fosfatos, hidroxilos. Uno de los
factores que contribuyen a la eficacia de este sistema es la composicion de la pared
celular, que posee una mezcla compleja de azucares, glucosamina, proteinas y acido
urénico. La segunda fase, llamada bioacumulacion requiere un periodo de tiempo
mayor y a diferencia de la primera etapa, se trata de un proceso activo en el que se
piensa que interviene el metabolismo de la célula (Aksu, Z. 2005).

1.6 ARSENICO DISTRIBUCION MEDIO AMBIENTAL

El Arsénico esta ampliamente distribuido en gran nimero de minerales. Las mayores
concentraciones, en general, se dan en forma de arseniuros de cobre, plomo, plata y
oro 0 como impurezas en sulfuros. Los principales minerales que contienen Arsénico
son arsenopirita (FeAsS), rejalgar (AssS;) y oropimente (As,S3) (World Health
Organization, 1993).
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El contenido de Arsénico de la corteza terrestre esta entre 1.5 y 2 mg/Kg, siendo el
elemento nimero veinte en la lista de los elementos mas abundantes (N.A.S., 1977).

Aunque el As es estable en condiciones reductoras (forma trivalente), no es frecuente
encontrarlo en su estado fundamental. La forma oxidada, arseniato, aunque es la mas
abundante en la naturaleza (se encuentra normalmente en depdsitos sedimentarios),
estd fuertemente enlazada a los minerales del suelo, particularmente a los éxidos e

hidroxidos metalicos coloidales, mediante enlaces ionicos (Wauchope, 1983).

1.6.1 Compuestos de Arsénico.

Los principales compuestos derivados del arsénico, son tanto organicos como

inorganicos.

e Compuestos inorganicos: EI Arsénico pertenece al grupo V a, y las
principales valencias que el elemento presenta en la naturaleza son 3,
3"y 5°. El principal compuesto comercial es el 6xido de Arsénico I,
As,03, que a temperaturas superiores a 1073°C pasa a ser un dimero
gaseoso de formula molecular As;Os. Este compuesto se obtiene como
un subproducto en la extraccion del cobre, zinc y plomo. El Arsénico
normalmente esta presente como arseniuros metalicos o como sulfuros
de arsénico, que durante los diversos tratamientos a los que se somete al
cobre para su extraccion y transformacion se volatilizan y por
condensacion de estos gases se obtiene el Oxido, este compuesto
presenta un punto de ebullicion relativamente bajo, 465°C, aunque
puede sublimar a temperaturas inferiores a ésta. Su solubilidad en agua
es baja, un 2% a 25°C, sin embargo, ésta se eleva cuando se emplea
como disolvente una disolucion acuosa del acido clorhidrico o una
disolucién de caracter basico, por ello sus soluciones comerciales son
ligeramente acidas y contienen &cido arsenioso (H3zAsO3). El &cido
arsénico (forma pentavalente) y el arsenioso (forma trivalente) son
especies termodindmicamente estables bajo condiciones oxidantes y

reductoras, respectivamente. Sin embargo, el predominio de una de las
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formas no implica por supuesto la no existencia de la otra. El arseniato
de plomo, el arseniato cuprico, el acetoarseniato de cobre (1) o verde de
Paris, y el arseniato de calcio, compuestos que se utilizan como
insecticidas, presentan una baja solubilidad en agua. Los haluros de
arsénico y la arsina no son compuestos que se encuentren libres en el
medio ambiente, aunque son especies de suma importancia en el

analisis quimico (Wauchope, 1983).

e Compuestos organicos: El Arsénico esta presente en numerosos
compuestos de caracter organico, debido a la elevada estabilidad del
enlace carbono-arsénico bajo las condiciones medioambientales
normales (pH y potencial redox). Como consecuencia de la actividad
bioldgica, se producen diversos compuestos de Arsenico metilados
como son la di y trimetilarsina. Estas especies tras una oxidacion se
transforman en los acidos metilarsénico y dimetilarsonico, compuestos
que forman sales solubles con los metales alcalinos. Mediante una
reduccion estos &cidos pueden volver a su forma primitiva de arsinas.
Cabe mencionar que en los Ultimos afios se han encontrado en
organismos marinos compuestos tales como la arsenobetaina y la
arsenocolina (World Health Organization, 1993).

1.6.2 Caracteristicas generales del Arsénico, forma de ocurrencia en el

agua.

El Arsénico se halla en las aguas naturales como especie disuelta, la cual se
presenta por lo comin como oxianiones con arsénico en dos estados de
oxidacion, arsénico trivalente (As Ill) y arsénico pentavelente (As V), y con
menos frecuencia como As 0, As -1 y As -ll. ElI Arsénico V aparece como
H3AsO, y sus correspondientes productos de disociacion (HoAsO4", HAsO4> y
AsO4%). El Arsénico Il aparece como H3AsO; y sus correspondientes
productos de disociacion (HsAsOs*, HoAsO3", HAsOs* y AsOs*). Aunque
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tanto el Arsénico V como el Arsénico Il son moviles en el medio, es
precisamente el Arsénico 111 el estado mas labil y biotdxico (Lillo, 2003).

El Arsénico se encuentra fundamentalmente como H,AsO,™ a valores de pH
bajos (inferiores a 6.9), mientras que a pH mas alto, la especie dominante es
HAsO,%. En condiciones de extrema acidez, la especie dominante sera
H3AsO,4, mientras que en condiciones de extrema basicidad, la especie
dominante serd AsO.,>. En condiciones reductoras a pH inferior a 9.2,
predominaré la especie neutra (Lillo, 2003).

Las formas orgénicas de Arsénico suelen aparecer en concentraciones menores
que las especies inorganicas, aunque pueden incrementar su proporcion como
resultado de reacciones de metilacion catalizadas por actividad microbiana
(bacterias, algas). Las formas organicas dominantes son el &cido dimetilarsinico
{DMAA, (CH3);AsO(OH)} y el acido monometilarsénico {MMAA,
CH3AsO(OH),}, donde el arsénico estd presente en ambos casos como
Arsénico V en la Figura N°2 se pueden observar algunas especies de arsénico

que se encuentran en bacterias y algas (Torralba, 1996).

?H OH H,
HO—As—QH HO—?&—OH O=As—0H
(0] OH
Acido Arsenioso Acido Arsénico Acido Metilarsénico
CH, CH CH,
| . - .
O=As—0H Hac—!l\s—CI'l,—COO H,C—As—CH,—CH,—CH

H, CH, H,

Acido Dimetilarsinico Arsenobetaina Arsenocolina

Figura N°2.

Estructura de los compuestos de Arsénico identificados
en muestras medioambientales.
Fuente: Mejoras al sistema de Generacién de Hidruros-Absorcion Atdmica para la
Determinacion de Arsénico Total en Materiales Bioldgicos(Torralba, 1996).
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1.6.3 Problematica del Arsénico como contaminante del agua

El Arsénico se encuentra naturalmente en el suelo y en algunos minerales,
como la pirita o arsenopirita. Puede incorporarse al aire, al agua y a los suelos
de otras areas, como polvo que levanta el viento o como efluente de lluvia o
filtraciones de agua a través del suelo (Junta de Castilla y Ledn, 2005).

Se han citado contenidos altos de arsénico en aguas naturales en diversos
ambientes, aunque se encuentran las mayores concentraciones en las aguas
subterrneas. Las concentraciones altas en los acuiferos no se restringen a
determinadas condiciones o ambitos, apareciendo encondiciones oxidantes,
reductoras y de pH alto, con circulacion geotermal, afectados por procesos
ligados a la actividad minera o relacionados con depdsitos minerales, y ligados
a otros procesos antropogénicos (actividad industrial, asentamientos urbanos,
actividad agropecuaria y otros). Sin embargo, la mayor parte de estos con
contenidos altos de arsénico tienen un origen ligado a procesos geoquimicos
naturales (Lillo, 2003).

1.6.4 Fuentes de contaminacion medio ambiental con Arsénico.

Existen tres fuentes principales de contaminacion de Arsénico en el medio
ambiente; fundicién de metales, quemado de carbon y el uso de pesticidas que

en su composicion contengan Arsénico (Lepp, 1981).

e Extraccién y fundicion de minerales: La existencia de Arsénico en
minerales de zinc-plomo, de cobre y su presencia en muchas piritas son
causa de contaminacion por arsénico en el entorno de los sitios de
fundicion y tratamiento de los minerales, debido a la volatilizacion de
algunos compuestos durante el proceso de fundicion (Crecelius et al.,
1974; Ragaini et al., 1977).

La mayoria de estas emisiones gaseosas se dan en forma de tridxido, el
cual forma &cido arsenioso al disolverse en agua. Los minerales

auriferos también contienen altas concentraciones de este,
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principalmente como arsenopirita, desembocando en problemas de
polucidén cerca de las minas de oro (O’Toole et al., 1971; Rosehart y
Lee, 1973; Jervis y Tiefenbach, 1979). El polvo y los gases emanados
desde las operaciones de fundicién han contaminado suelos y plantas,
variando los grados segun la distancia desde la zona de muestreo al
lugar de polucidn, existencia de invernaderos en altura, etc. En la
actualidad y a lo largo de todo el mundo, se encuentran depositos de
desechos mineros y escorias de fundiciones que contienen grandes
cantidades de arsénico y metales pesados asociados (Tiefenbach,
1979).

e Quemado de carbon: El Arsénico aparece ampliamente en el carbén
como arsenopirita (Swaine, 1977) y se da como trioxido en las
emisiones desde las plantas carboniferas (Bencko y Symon, 1977). Las
particulas de polvo aerotransportadas pueden contener mas de 1700
ppm de arsénico; habiéndose hallado elevados niveles de este elemento
contaminante en suelos recogidos alrededor de una estacion generadora
(Temple et al., 1977).

e Pesticidas, herbicidas, insecticidas y plaguicidas: Desde el siglo
diecinueve hasta la mitad del siglo veinte los arsenicales inorganicos
fueron usados como pesticidas generales en huertos y cultivos de
patatas. El arseniato de plomo fue usado para el control de insectos en
huertos y como pesticida en la lucha contra el agusanado de manzanas
y peras (Laspeyresia pomonella) y en la actualidad sigue empleandose
por coadyuvar a la accidn de los modernos fungicidas (endureciendo la
piel, no perjudicando a los depredadores de la arafia roja, pulgones y
otras plagas). El arseniato de calcio fue utilizado como insecticida en
algodon y tabaco, siendo empleado también en espolvoreo contra el
escarabajo de la patata (Leptinotarsa decemlineata), cuca de la alfalfa
(Colaspidema), aunque su empleo ha decrecido considerablemente. El

verde de Paris (acetoarsenito de cobre), arseniato de magnesio,
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arseniato de cinc, arsenito de cinc y muchos otros han sido usados a
través de los tiempos como insecticidas especificos. El arsenito sddico
ha sido ampliamente usado como herbicida y esterilizante no selectivo
del suelo, ademés se utiliza en el vifiedo para la lucha contra yesca o
apoplejia parasitaria (Stereum hirsutum), excoriosis (Phomopsis
viticola), piral (Sparganothis pilleriana). El acido arsénico ha sido
usado extensivamente como desecante de algodon (Levander, 1977).
Maéas recientemente los arsenicales organicos, metanoarsoniato
monosodico (MSMA), metanoarsoniato disédico (DSMA), y é&cido
cacodilico (CA) oOxido de hidroxidimetilarsina) se han introducido

como herbicidas, silvicidas y desecantes (Levander, 1977)

e Otras fuentes: El Arsenico no ha sido un elemento de mucho interes
en los estudios realizados sobre lodos de depuradoras y aguas
residuales y ha sido generalmente olvidado por los servicios analiticos.
Sin embargo, Haan (1978) dio valores entre 5.8 y 45.9 ppm en lodos de
Holanda; Furr et al. (1976) dieron valores de 3 a 30 ppm en lodos de
U.S.A.y Temple et al. (1977) encontraron valores de 4.2 a 19.8 ppm en
lodos de Canada.

1.7 PARQUE INDUSTRIAL DE RIO SECO DE AREQUIPA.

El Parque Industrial Rio Seco se localiza al Noreste del centro de la Ciudad de
Arequipa; politicamente pertenece a la jurisdiccion del distrito de Cerro Colorado,
provincia y departamento de Arequipa.La primera etapa del Parque Industrial se
encuentra entre las coordenadas geograficas 16° 20,955’ y 16° 21,372’ de latitud sur
y entre los 71° 35,288’ y 71° 35,977 de longitud oeste.La segunda etapa del Parque
Industrial se encuentra ubicado entre los 16° 21,372 y 16° 21,742’ de latitud sur vy,
entre los 71° 35,977 y 71° 36,265’ de longitud oeste.El Parque Industrial Rio Seco

estd ubicado geograficamente entre la costa y la meseta de la sierra baja del Perd, en
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la margen derecha del Rio Chili. Tiene una altitud promedio de 2 250 msnm. Su

relieve presenta elevaciones, declives y pendientes no pronunciadas(CONAM, 2012).

1.7.1 Limites del Area

La primera etapa del Parque Industrial limita por el norte con el parque
artesanal industrial y de servicio “La Alborada”; por el oeste con el talud de
margen izquierdo de la quebrada de Afiashuayco; por el este con los terrenos de
la Asociacion mutualista de pequefios agricultores de Cayma y por el sur con la
segunda etapa del Parque Industrial donde se encuentra actualmente una laguna
de estabilizacion no concluida, terrenos virgenes y la presencia de invasores. Al
sureste del Parque Industrial se encuentra un area destinada a los labradores de
sillar denominado “Las Cantarillas”(CONAM, 2012).

1.8 TRATAMIENTO DE RESIDUOS INDUSTRIALES CONTAMINADOS CON
METALES PESADOS.

Existe un gran numero de tratamientos a los que se pueden someter los residuos toxicos
y peligrosos, cuya finalidad se dirige basicamente a la recuperacion de recursos
(materiales y energéticos), la detoxificacion, y la reduccion de volumen previa a su
disposicion final (Twidwell, L. et al, 1999).

Los metales pesados no pueden ser degradados, sino solo movilizados o
inmovilizados para extraerlos desde matrices sdlidas o de soluciones,
respectivamente, a fin de disponer de ellos de modo seguro. En bibliografia se
encuentran descriptas una gran cantidad de técnicas, incluyendo tratamientos fisicos,
quimicos y bioldgicos para tratar la contaminacion con metales pesados. Entre los

que se pueden mencionar.
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1.8.1 Tratamientos Fisicos:

e Lavado: Implica la adiciébn de una solucién a los sedimentos
contaminados para que ocurra la transferencia de los contaminantes
desde los sedimentos a la solucién de lavado. Es mas apropiado para los
metales ligados débilmente en forma de hidroxidos, 6xidos y carbonatos
(Eccles H.,1999).

e Precipitacion: El método tradicional de eliminacion de metales pesados
a partir de soluciones, es la alcalinizacion del efluente (comdnmente
con carbonato o soda céustica). ElI aumento de pH provoca la
precipitacion de los metales pesados como hidroxidos. Estos Gltimos
suelen ser precipitados coloidales, por lo gque ocupan gran volumen y
coprecipitan con otros elementos (Jong, T., 2003). Por ejemplo, se
estima que la precipitacion como hidréxido de 100 mg.L™ de Cu 11, Cd
I, Hg 1l producen alrededor de 1000, 900 y 500 mg.L™ de desechos
solidos, respectivamente. La generacion de grandes volimenes de
hidroxidos es claramente un inconveniente en este proceso. También se
pueden mencionar otras limitaciones como, por ejemplo, la baja
eficiencia al tratar efluentes diluidos, la presencia de elementos
anfdteros o complejantes en la solucion, la necesidad de trabajar con pH

muy altos y la baja selectividad (Eccles H.,1999).

¢ Solidificacidon/estabilizacion: el propdsito de esta técnica es reducir la
movilidad de los metales pesados mediante la adicién de un agente que
solidifica y luego inmoviliza los metales. La solidificacion se refiere al
proceso que encapsula los materiales de desecho en un solido

monolitico de alta integridad estructural (Eccles H.,1999).

e Electrocinética: los procesos electrocinéticos implican pasar una
corriente eléctrica de baja intensidad entre un cétodo y un &nodo

incrustados en los sedimentos contaminados. lones y pequefias
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particulas cargadas, ademas de agua, son transportados entre los
electrodos. El gradiente eléctrico inicia una series de procesos: el
movimiento por electromigracién (movimiento de cargas quimicas),
electro-6smosis (movimiento de fluidos), electroforesis (movimiento de
particulas cargadas) y electrolisis (reacciones quimicas debido al campo
eléctrico). Los metales pueden ser removidos por electrodeposicion o
precipitacion/coprecipitacion en los electrodos, mediante resinas de
intercambio i6nico o ser recuperados mediante el bombeo de los
residuos a la superficie. Otros componentes no i6nicos también puede

ser transportados por la corriente(Eccles H.,1999).

e Encapsulacion: es una alternativa de recuperacion que comprende el
aislamiento fisico y la contencion del material contaminado. En esta
técnica, los suelos afectados se encuentran aislados por capas de baja
permeabilidad. Estas capas, de tejidos sintéticos o arcillas, son
disefiadas para limitar la infiltracion de la precipitacién y por lo tanto
evitar la lixiviacion y la migracion de contaminantes fuera del sitio y en

las aguas subterraneas (Jong, T., 2003).

e Separacién mecéanica: el objetivo de los procesos de seleccion de
tamafio es quitar las particulas mas grandes y mas limpias, de las mas
pequefias y mas contaminadas. La caracterizacion en términos de
tamafio de particulas y nivel de contaminantes en cada fraccion es el
parametro mas importante para determinar la idoneidad de este proceso
(Dermont G., et al, 2008).

1.8.2 Tratamientos Quimicos:

e Separacién pirometalargica: los procesos pirometalirgicos emplean
altas temperaturas (200-700°C ) para volatilizar metales en suelos
contaminados. Luego de la volatilizacion, los metales son recuperados e

inmovilizados. Este método es aplicado a mercurio. Otros metales como
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arsénico, plomo, cadmio y cromo pueden requerir pretratamientos con
agentes reductores o fundentes para ayudar a la fusion (Dermont G., et
al, 2008).

o Vitrificacion: implica la insercion de electrodos en el suelo que debe
ser capaz de transportar la corriente para fundir silicatos y luego
solidificar al enfriarse. Las temperaturas pueden llegar a 3000°C, por lo
que durante el proceso pueden generarse gases toxicos. Los costos de
esta operacion pueden ser altos. Un alto contenido organico también
puede disminuir la eficiencia. Es aplicable para una amplia variedad de
metales (Khan Fl., et al, 2004).

e Intercambio i6nico: para el desarrollo de esta técnica se emplean
resinas de intercambio i6nico compuestas de una alta concentracion de
grupos polares, acidos o basicos, incorporados a una matriz de un
polimero sintético (resinas estirénicas, resinas acrilicas, etc.) y actGan
tomando iones de las soluciones (generalmente acuosas) y cediendo
cantidades equivalentes de otros iones. La principal ventaja de las
resinas es que pueden recuperar su capacidad de intercambio original,
mediante el tratamiento con una solucion regenerante(Khan Fl., et al,
2004).

e Oxidacién/reduccion quimica: la oxidacion/reduccion de metales
pesados es otro método para remediar los sedimentos ex situ. Una
tecnologia llamada desintoxicacion TR-DETOX involucra la filtracion
de los reactivos organicos e inorganicos de metales pesados para reducir
a su mas bajo estado de valencia y de forma estable complejos
organometalicos. Uno de los principales productos quimicos es el
politiocarbonato de sodio que forma un precipitado que se hace menos
soluble en el tiempo. El residuo tratado ya no es lixiviable. No es
necesario el agregado de cal, silicatos y cemento Porland y los costos

son, por lo general, alrededor de una cuarta parte de los procesos de
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estabilizacion/solidificacion. Se requieren pruebas piloto para
determinar la formulacion mas adecuada (Mulligan CN., et al, 2001).

1.8.3 Tratamientos Bioldgicos:

Las técnicas mencionadas anteriormente presentan problemas técnicos y
econdmicos. Debido a ello, en la actualidad han aparecido otras alternativas
como los bioprocesos, que involucran distintas interacciones entre los
microorganismos y los metales realizando transformaciones que permiten la
extraccion o estabilizacion de los metales. Todas las interacciones entre los
microorganismos y los metales u otros elementos como carbono, nitrégeno,
azufre y fésforo son componentes fundamentales de los ciclos biogeoquimicos.
Las interacciones metal-microbiota son estudiadas entonces en profundidad en
el contexto de la biotecnologia ambiental, con el objeto de implementar
métodos de remocion, recuperacion o detoxificacion de metales pesados y
radiontclidos. Los procesos bioldgicos presentan ciertas ventajas frente a otras
alternativas tradicionales; ya que son mucho mas selectivos, econémicos,
menos contaminantes y de mayor eficacia para grandes volimenes y pequefias
concentraciones (Vijayaraghavan K, 2008).

Dentro de la amplia diversidad microbiana, existen microorganismos
resistentes y microorganismos tolerantes a metales. La resistencia o tolerancia
experimentada por microorganismos es posible gracias a la accion de diferentes
procesos. Los resistentes se caracterizan por poseer mecanismos de
detoxificacion codificados geneticamente, inducidos por la presencia del metal.
En cambio, los tolerantes son indiferentes a la presencia o ausencia de metal.
Tanto los microorganismos resistentes como tolerantes son de particular interés
como captores de metales en sitios contaminados, debido a que ambos pueden
extraer los contaminantes (Vijayaraghavan K, 2008).

Los procesos de biorremediacion de contaminaciones con metales pesados
pueden dividirse en dos grupos: de movilizaciéon (lixiviacién, quelacion, y
metilacion) e inmovilizacion (sorcién, precipitacion y fitorremediacion)
(Vijayaraghavan K, 2008).
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A continuacion se describiran las caracteristicas mas importantes de cada uno
de ellos:

¢ Biolixiviacidn: esta basada en la habilidad de ciertos microorganismos
para solubilizar metales pesados presentes en matrices insolubles
transformandolos en formas solubles que son extraidas facilmente del
medio en que se encuentran y posibilitando su recuperacién posterior.
Esta capacidad implica principalmente la formacion de &cidos

organicos e inorgénicos (Eccles H.,1999).

e Quelacion: emplea agentes generados por microorganismos que tienen
la capacidad de formar complejos estables con metales. Su uso ofrece
un enfoque prometedor para la extraccion de los metales de los suelos
contaminados. Hay cinco factores principales en la seleccion de
agentes quelantes para la extraccién de metales de los suelos: (1) Los
agentes quelantes deben ser capaces de formar complejos muy estables
en un amplio rango de pH, (2) los complejos metalicos que se forman
no se deben adsorber en la superficie del suelo, (3) los agentes
quelantes deben tener una baja biodegradabilidad si los reactivos deben
ser reciclados para su reutilizacion en el proceso, (4) los reactivos
utilizados deben ser rentables; (5) la recuperacion del metal debe ser

rentable (Vijayaraghavan K, 2008).

e Metilacion: la metilacion de mercurio, arsénico, selenio, estafio, telurio
y plomo puede estar mediada por una serie de bacterias y hongos en
condiciones aerdbicas y anaerobicas. Grupos metilo se transfieren
enzimaticamente al metal, y una especie determinada puede

transformar un nimero de metales diferentes (Twidwell, L. et al, 1999).

e Bioabsorcién: es la remocién de metales pesados contenidos en
soluciones acuosas mediante la unidon a biomasa. Se conoce una

variedad de biomateriales que pueden unirse a estos contaminantes,
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como bacterias, hongos, algas y residuos industriales y agricolas
(Vijayaraghavan K, 2008).

e Bioprecipitacion: se utilizan microorganismos capaces de generar
metabolitos que precipitan con muchos de los metales pesados. Un
grupo importante de estos microorganismos son las bacterias sulfato-
reductoras. Estas bacterias anaerdbicas son capaces de formar sulfuros
a partir de la reduccion de sulfatos, lo que permite, debido a la habitual
baja solubilidad de los primeros, separarlos del medio liquido
(Vijayaraghavan K, 2008).

e Fitorremediacion: es el empleo de plantas para remover contaminantes
del ambiente. Existen distintos tipos que involucran procesos de
estabilizacion, extraccion, volatilizacion, degradacion e inmovilizacion.
Es un método apropiado para descontaminar superficies extensas, no
introduce alteraciones en el medio, la generacion de productos
secundarios es minima y el suelo puede ser reutilizado. Pero debe
tenerse en cuenta que no puede ser empleado a grandes profundidades,
los tiempos del proceso pueden ser prolongados y la biodisponibilidad
de los metales es un factor limitante para la captacion (Eccles H.,1999).

1.9BIOACUMULACION Y BIOADSORCION.

Los microorganismos asimilan y concentran nutrientes cationicos presentes en
medios acuosos y emplean estos mismos mecanismos para la concentracion de
metales y radionucleidos. El proceso de bioacumulacion tiene lugar cuando la
energia metabdlica se emplea para la asimilacién de los componentes inorgénicos, y
cuando no requiere esta energia se refiere al proceso conocido como bioadsorcion,
que generalmente requiere de la complejacion de los elementos inorganicos, por
ligandos o grupos funcionales, de la pared exterior de la célula. Cuando por el

contrario, los microorganismos retienen internamente estos metales es por
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complejacion con diversos ligandos citoplasmaticos como los polifosfatos o las
proteinas. Las posibilidades de este tipo de procesos sobre un gran ndmero de
cationes y radionucleidos utilizando bacterias, hongos y algas se han puesto de
manifiesto frecuentemente (VVolesky, B., 1990).

Los microorganismos también pueden ser selectivos con distintos contaminantes
inorganicos y en algunos casos esta selectividad puede ser ain mayor que la
presentada por compuestos quimicos sintéticos. Los mecanismos de bioacumulacién
0 bioadsorcién suelen estar controlados por la preferencia de los metales por las
distintas posiciones de enlace con los ligandos, por ejemplo el Cd** puede ser
complejado por polifosfatos o por proteinas, presentes en el citoplasma, que
contienen azufre, el metal puede precipitarse en el exterior de la célula como un
fosfato de cadmio o como un sulfuro de cadmio. Esta precipitacion tiene lugar
porque el fésforo y el azufre son ligandos afines por el Cd** que es un écido débil.
Ademas de las paredes celulares, otros materiales extracelulares pueden dar lugar a la
bioadsorcion de metales. Algunos microorganismos producen polimeros en el
exterior de la célula, que pueden absorber metales o radionucleidos de distintos
medios y tienen una naturaleza acida con distintos grupos funcionales que son los
responsables de la coordinacion con la especie inorganica. La produccion de los
exopolimeros puede ser controlada con las condiciones de cultivo, incluyendo la
fuente de obtencion de carbono y nitrégeno y la presencia o ausencia de iones
nutrientes o contaminantes(Gadd, G.M. y White, C., 1993).

1.9.1 Tipos de biomasa empleados para la bioadsorcion.

A pesar de la gran cantidad de materiales biolégicos que puede adsorber
metales de forma natural, solamente unos pocos tienen la suficiente capacidad
como para adsorber una gran cantidad de metal de forma eficiente y presentar
una alta selectividad, dos caracteristicas necesarias para ser empleados en un
proceso de biosorcién a gran escala. Numerosos materiales biolégicos han
sido estudiados con el fin de evaluar su potencial para la adsorcién de metales
pesados. Entre estos materiales, la biomasa bacteriana, hongos y algas

marinas, constituyen el conjunto més estudiados hasta el momento. Ademas
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de estos, se han empleado plantas, residuos derivados de la agricultura
(cascaras de coco, naranjas, manzanas, bananas, carozos de aceitunas, hojas
de té, bagazo, entre otros)(Gadd, G.M. y White, C., 1993). También se
estudio la capacidad de adsorcion del caparazon de los crustaceos de donde se
extrae un biopolimero, el quitosano responsable de la remocion de metales
(Volesky, B., 1990).

Todos los materiales biologicos se caracterizan por la estructura vy
composicion quimica de su pared celular. La estructura de la misma hace
referencia a la rigidez, porosidad, flexibilidad, al efecto de hinchazén
(dilatacion y contraccidn por incorporaciéon de agua durante el proceso de
biosorcion). La composicion quimica refleja los diferentes grupos quimicos
que actuaran como sitios activos en la union de los metales a la pared celular.
Desde el punto de vista de la biosorcion, tanto la composicion quimica como
la estructura influyen en la capacidad del material para la remocion de
metales pesados. Asimismo determinan las modificaciones quimicas o
fisicoquimicas que podrian aplicarse (pre-tratamiento o tratamiento) para
inducir o mejorar la capacidad de adsorcion del material bioldgico(Eccles

H.,1999).
e Bacterias:
Gram +: Peptidoglicano (polimero lineal derivado de dos
azucares, N-acetilglucosamina y N-cetilmuramico).
Acidos teicoicos, lipoteicoicos y proteinas
(Mulligan CN., et al, 2001).
Gram -: Peptidoglicano, lipopolisacaridos, fosfolipidos y
proteinas (Mulligan CN., et al, 2001).
e Hongos :

80 a 90% polisacaridos (como glucanos, galactosa) con
proteinas, lipidos, fosfolipidos, iones inorganicos que

conforman la matriz cementante de la pared celular (capa

Pag. 28

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

Gl :
TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

externa) y otra interna de microfibras de polisacaridos
(quitina o celulosa)(Eccles H.,1999).

e Algas:
Chlorophyta (algas verdes): Componente fibrilar de
celulosa y una matriz amorfa compuesta de polisacéridos
como, galactosa, ribosa, xilosa, &cido glucurénico, que
pueden ser sulfonados. Las proteinas representan 10 al 70%
del peso seco de la pared celular. Ofrece grupos funcionales
como hidroxilos, carboxilos, sulfhidrilos, aminos, iminas,

amidas, imidazolas(\Volesky, 1990).

Rodophyta (algas rojas): Componente fibrilar de celulosa y
los principales componentes de la matriz amorfa son los
polisacaridos sulfonados como fucoides, galactasas (agar,
carragenanos, etc.) constituyendo hasta el 70% del peso seco
de su pared celular. Las proteinas representan un 35 — 50%
de la pared celular(Volesky, 1990).

Phaeophyta (algas marrones): Componente fibrilar de
celulosa y una matriz amorfa de alginato, que representa
entre el 10 - 40% del peso seco. Las proteinas se encuentran
presentes en un 35 —50% (\Volesky, 1990).

Las algas despiertan un especial interés en la investigacion y desarrollo de
nuevos materiales biosorbentes, debido no solamente a su alta capacidad de
adsorcion sino también a que se encuentran presentes en mares y océanos en
cantidades abundantes y de facil acceso (Volesky, 1990). Sin embargo, hay
pocas publicaciones sobre biosorcion empleando algas en relacion a las
existentes usando otros biomateriales (principalmente bacterias y hongos); méas
aun, hay unas pocas en lo que se refiere a sistemas multimetalicos y sistemas
dinamicos(Volesky, 1990).
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1.9.2 Biosorbentes disponibles en el mercado y sus aplicaciones
industriales.

Actualmente en el mercado, se comercializan biosorbentes hechos con algas
marinas y de agua dulce y bacterias cuyas denominaciones comerciales son:
BIOCLAIMTM, ALGASORBTM, BIOFIXTM. ALGASORBTM, se compone
de algas de agua dulce como Chlorella vulgaris y BIOCLAIMTM de biomasa
de bacterias del género Bacillus sp. Ambos pueden remover eficientemente
iones metalicos de soluciones diluidas (10 a 100 mg/L) y reducir la
concentracion de los mismos por debajo de 1 mg/L, ademas el proceso no se ve
afectado por la presencia de otros iones como calcio 'y
magnesio(Vijayaraghavan K, 2008).

BIOCLAIMTM, es capaz de adsorber, oro, cadmio, zinc de soluciones
cianhidricas con una eficiencia del mas del 99%. No es selectivo, y los metales
pueden recuperarse usando H,SO,, Na(OH) y agentes complejantes,
permitiendo que los granulos del biosorbente pueden ser regenerados y
reusados nuevamente en otro ciclo de adsorcion. Respecto de ALGASORBTM,
se comprob6 mediante ensayos de laboratorio, que puede remover y reducir las
concentraciones de cadmio y mercurio a niveles por debajo de los estandares
requeridos para agua de bebida (Vijayaraghavan K, 2008).

BIOFIXTM, es una mezcla de biomasas, musgos, algas, levaduras,
cianobacteria (Spirulina sp.), plantas (Lemna sp. y Sphagnum sp.). Esta mixtura
de biomasas es tratada con goma de guar y xantanos que le confiere mayor
resistencia y luego es inmovilizada en polisulfona. La adsorcion de zinc a este
biosorbente es cuatro veces mas alta que a las resinas de intercambio idnico
sintéticas. Tiene una marcada afinidad por los diferentes metales, segun el
siguiente orden: AI(IIN>Cd(11)>Zn(I1)>Mn(11) y menor afinidad por Mg(ll) y
Ca(ll). Los metales pueden ser eluidos usando HCI y HNO3 vy el biosorbente
puede ser usado en mas de 120 ciclos de extraccion/elucion (Vijayaraghavan K,
2008).

Otros biosorbentes comercializados son MetaGeneR y RAHCO Bio-beads, son

efectivos para la remocion de metales pesados, aplicados a los efluentes
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industriales de la galvanoplastia y de la mineria. La informacion sobre sus
aplicaciones industriales y otra informacidn es limitada(\Volesky, 1990).

1.10 PRUEBA DE TOXICIDAD UNIVERSAL CON PULGAS DE AGUA

El género Daphnia es el mas utilizado como organismos de referencia en pruebas de
toxicidad universal. La amplia distribucion geogréfica, el importante papel que
cumplen al interior de la comunidad zooplancténica, la facilidad de cultivo en el
laboratorio, la reproduccion partenogenética (lo cual asegura una uniformidad de
respuesta) y el corto ciclo de vida con la produccion de un alto nimero de crias, han
hecho de este grupo un ideal para la evaluacion de toxicidad, de caracter universal
(Diaz et al, 2006).

El género Daphnia se ubica dentro del orden cladocera de la clase crustacea, y
especies como Daphnia magna (Figura N°3), Daphnia pulex y Daphnia similis, son
utilizadas extensivamente en pruebas de toxicidad, por lo cual existe una extensa
informacion sobre las técnicas de cultivo, los requisitos de temperatura, luz y
nutrientes, asi como su respuesta a muchos toxicos. Especificamente, los ensayos de
toxicidad con Daphnia pulex permiten determinar la letalidad potencial de sustancias
quimicas puras, aguas residuales domésticas e industriales, lixiviados, aguas
superficiales o subterraneas, agua potable y agua de poro de sedimentos, entre otros
(Diaz et al, 2006).

1.10.1 Principio de la prueba.

En las pruebas de toxicidad con D. magna, neonatos menores de 24 hrs. de
edad son expuestos a la muestra 0 compuesto a probar, por un periodo de 48
hrs., al término del cual se cuantifica el nimero de organismos muertos. Con

estos resultados se establece la proporcion o porcentaje de mortalidad
producida (Diaz et al, 2006).
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Figura N°3.
Vista general de Daphnia magna.
Fuente: Ensayo de toxicidad aguda con el cladocero Daphnia magna (Diaz et al,
2006).

1.10.2 Cultivo y mantenimiento de los organismos de prueba.

Los cultivos de Daphnia magna pueden mantenerse en recipientesde 1,203 L
0 cualquier otro sistema que resulte funcional. Con el fin de mantener
condiciones Optimas para el crecimiento de los individuos, se recomienda
mantener una densidad poblacional no mayor de 12 individuos por L. Los
organismos se mantienen en agua reconstituida con una dureza entre 160 y 180
mg de CaCOg3/L. El agua se prepara en el laboratorio (APHA,1998) y puede
suplementarse con una solucion de vitaminas y selenio cuando se detecten
problemas en la reproduccion o se presente una alta mortalidad entre los 14 y
21 dias por malformacion de las antenas. Los cultivos se mantienen a una
temperatura de 21 + 2°C, un fotoperiodo aproximado de 16 hrs. luz : 8 hrs.
oscuridad y una intensidad luminica de alrededor de 800 Iluxes. Los
suplementos alimenticios sélo se adicionan en caso de un crecimiento
deficiente del cultivo (Diaz et al, 2006).
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1.10.3 Limpieza y mantenimiento.

Para el mantenimiento del cultivo se sugiere aplicar un ciclo de renovacion
definido a criterio del analista. El ciclo permite mantener un cultivo de
organismos en etapas Optimas de reproduccion. Algunos autores (CETESB,
1991) recomiendan mantener lotes de individuos separados por edad, desde 0 a
1 semana hasta 4 0 5 semanas de la siguiente forma: Diariamente o cada tercer
dia dependiendo del desarrollo del cultivo, deben retirarse los neonatos, los
cuales pueden ser destinados al desarrollo de pruebas o eliminados. Con igual
periodicidad se debera efectuar la limpieza y el suministro de alimento. Para la
limpieza se emplea un sifon con el cual se remueven las exubias y los restos de
alimento depositados en el fondo de los recipientes (Diaz et al, 2006).

Al finalizar, se recupera el volumen de agua en cada recipiente, adicionando o
haciendo el recambio de 1/3 del volumen con agua reconstituida fresca. Una
vez por semana, después del retiro de los neonatos y antes del suministro de
alimento, se transfieren las hembras adultas a recipientes limpios conteniendo
partes iguales del agua antigua y agua de dilucion fresca. Se recomienda
desechar los organismos mayores de cuatro o cinco semanas, reemplazarlos e
iniciar un nuevo cultivo con los neonatos colectados ese dia (Diaz et al, 2006).
Cuando se van a realizar pruebas, el dia previo se extraen los neonatos
presentes en el cultivo, para de esa forma garantizar que los neonatos
encontrados al dia siguiente tengan menos de 24 hrs. de nacidos (Diaz et al,
2006). El manejo se realiza como se muestra en el siguiente esquema (Figura
N°4):
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1.10.4 Alimentacion.

Para la alimentacion de los cultivos, se puede emplear suspensiones de
diferentes especies de algas (Selenastrum capricornutum, Ankistrodesmus
falcatus, Chlorella sp., Scenedesmus sp., etc.). La alimentacion con cultivos de

S. capricornutum se realiza cada tercer dia, después de la limpieza (Diaz et al,

2006).
Madurez sexual Liberacion de la progenie
1
0-24h 1 semana 2 semanas 3 semanas 4 semanas 5 semanas

Neonatos con los que se reinicia un nuevo cultivo

—

‘ Hembras descartadas ‘

Figura N°4.
Cultivo de Daphnia magna y su ciclo de renovacion.
Fuente: Ensayo de toxicidad aguda con el cladécero Daphnia magna (Diaz et al,
2006).
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CAPITULO I
MATERIALES Y METODOS

Para el desarrollo de la investigacion se realizé el aislamiento e identificacion de la
microalga Chlorella vulgaris de muestras de agua provenientes de efluentes de aguas
residuales, para después evaluar su crecimiento en distintas concentraciones de
Arsénico I11, en funcién del tiempo, mediante la implementacion de un sistema de
flujo por gravedad con Chlorella vulgaris se evalu6 la capacidad de bioabsorcion de
Arsenico, en efluentes industriales del PIRS, finalmente para ver la eficiencia del

sistema implementado se realizé un bioensayo de toxicidad con Daphnia magna.
2.1 LUGAR DE EJECUCION

El presente trabajo de tesis se llevd a cabo en la Universidad Nacional de San
Agustin. Los cultivos de la microalga se llevaron a cabo en las instalaciones del

laboratorio del area de oceanografia de la escuela profesional de Biologia.
2.2 MATERIALES

Para la ejecucion del trabajo se utiliz6 material biologico, quimico, equipos, entre

otros, que a continuacion se detalla:
2.2.1Equipos:

e  Aireadores.

e  Autoclave,280DH, 24 L. (Kert Lab)

e  Balanza analitica de 0.1 mg - 3000 g(Digital Precision).
e  Céamara de Newbauer, (Boheco).

e  Centrifuga, de 30 mil rev./min., (Kert Lab)

e  Espectrofotémetro de absorcidn atémica.
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e  Espectrofotdmetro visible, 22PC, 340-1000 nm. (Kert Lab)
e  Microscopio, 042B, 10X, 20X, 40X y 100X, (Labor Tech).
e  Microscopio estéreo, ZTXE(Labor Tech).

e  pHmetro, (Hanna).

e  Termdmetro ambiental, 0-100°C, (Hanna)

e  Termostato, (Kyntel).

2.2.2 Material de vidrio:

e Matraces Erlenmeyer de 250 mL, (Boheco).

e Pipetas de 2y 10 mL, (Kyntel).

e Pipeta de 1 mL, (Boheco).

e Pipeta de 10 mL, (Kyntel).

e Probeta de 250 mL, (Kyntel).

e Probeta de 500 mL, (Kyntel).

e Tubos de ensayo, 12x75 mL borosilicato (Giardino).

e Vasos de precipitado de 500 mL (Kyntel).

2.2.3 Reactivos:

Agua destilada.

e CaCl,.2H,0, g.p. (Merck)

e (CaS04.2H,0, g.p. (Merck).
e FeS0O4.2H,0, q.p (Merck).
e HCLO,1N, p.a. (Sigma).

o KCI, g.p. (Merck).

o K;3;HPO,4.3H,0 p.a. (Merck).
e MgS0O4.7H,0, g.p. (Sigma).
. Na;HAsO3; qg.p. (Merck).

e NaHCO3, q.p. (Merck).

e (NH4)2S04, g.p. (Sigma).
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¢ Nitrogeno liquido, (Praxaair).

e Peptona vegetal de soya, g.p. (Merck).

2.3 METODOS

2.3.1 Aislamiento de Chlorella vulgaris de muestras de agua provenientes de

efluentes de aguas residuales.

Para el aislamiento de la microalga Chlorella vulgaris, se colectardn muestras de
agua proveniente de los efluentes de la planta de tratamiento de Chilpina, en envases
debidamente rotulados y esterilizados de 250 mL de capacidad, las muestras seran
trasladadas inmediatamente al laboratorio para ser observadas a microscopio para
comprobar la presencia de la microalga y ser incubada a condiciones de cultivo
(aireacion, 20°C y 16hrs. luz) en laboratorio. A partir de las muestras colectadas se
realizaran diluciones hasta la obtencion del cultivo puro de Chlorella vulgaris que se
utilizara como inoculo. Para evitar el crecimiento de otros microorganismos en el
aislamiento de Chlorella vulgaris, se aplicara ampicilina 25 pg/mL y cloranfenicol
35 pg/mL (Abdul Rehman Y A.R. Shakoori, 2004).

Para constatar que se trate de la alga Chlorella vulgaris, se enviara a analizar dichas
muestras al Herbario de la UNAS (Anexo 3-E).

2.3.2 Evaluacion del crecimiento Chlorella vulgaris en diferentes
concentraciones de Arsénico I11I.

El anélisis cuantitativo del crecimiento en microalgas consistird en realizar un
recuento de los organismos presentes en las muestras en tiempo dado mediante
evaluaciones sucesivas, se evalurd mediante microscopia y el uso de una camara
cuadriculada (cdmara de Newbauer), en la cual se hara el recuento de organismos
por cada campo, considerandose dentro del recuento los organismos que estén sobre
las lineas derecha y arriba mas no las de la izquierda y abajo, muchas veces las

muestras se someten a diluciones para facilitar el recuentro (Serrano B., et al, 2011).
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Para la evaluacion del crecimiento de Chlorella vulgaris en diferentes
concentraciones de Arsénico Ill, se implementara un bioensayo mediante un disefio

experimental completamente al azar (DCR):

A) Tratamientos: Se aplicardn tres concentraciones de Arsénico Ill: 1.6
mg/L, 3.2 mg/L y 6.4 mg/L en forma de NazHAsO3, y un grupo

control el cual no presentara Arsénico.

B) Repeticiones: Se realizaran6 repeticiones por tratamiento.

C) Unidad experimental: Se utilizaran matraces Erlenmeyer de 250ml de
capacidad conteniendo un volumen de 200 ml de medio de cultivo
albafial sintético para algas (Valiente, 1995) que contendra; peptona 292
mg/L, NaHCO; 250 mg/L, MgSO4.7H,0 18mg/L, FeSO4.2H,0 4
mg/L, KCI 19 mg/L, (NH4)2S0, 382 mg/L, K;HPO4.3H,0 346 mgl/L,
CaCl,.2H,0 13 mg/L y 50 mL de cultivo puro de Chlorella vulgaris,
las unidades experimentales seran incubadas a luz artificial constante

(16hrs. de luz ), temperatura de 20°C y aireacion constante.

D) Evaluacion y registros: De las unidades experimentales se tomaran
muestras periodicamente cada 5 dias por un tiempo de 20 dias, para
evaluar el:

e Recuento de Chlorella vulgaris: Se realizaramediante el uso de una
camara de Newbauer y microscopio 6éptico a 10X. Tomandose 1 mL de
cada unidad experimental al cual se le afiadira 9 mL de agua destilada
(dilucion 1:10) en tubos de ensayo, para el recuento de cada muestra se
contaron 4 campos en una camara de Newbauer, a la sumatoria de los
campos se multiplicé por 16 (total de campos) y por 10 por ser la

dilucion utilizada (Serrano B., et al, 2011).

Pag. 38

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM =-2  DESANTA MARIA

2.3.3 Disefio y Construccion del Sistema de Flujo por Gavedad

El proceso de bioabsorcion se llevara a cabo por diferentes mecanismos
dependientes: factores ambientales externos, tipo de metal, formacién idnica en
disolucion y tipo de sitio activo responsable de captar cada metal. Marroquin G. y
Garza G., 2004 evaluaron la contribucion de grupos funcionales de la biomasa de
Chlorella vulgaris y reportaron que los grupos carboxilicos, aminos y tioles tienen la
mayor influencia sobre la remocion de metales pesados. Siendo asi, se disefiard un
sistema que favorezca la bioabsorcion de Arsénico, se implementard un sistema de
contenedores de plastico de 8 L de volumen, los mismos que presentaban cultivo
inicial de 1.5 L de Chlorella vulgaris, cada contenedor presentara filtros de grava e
interconectado con mangueras de pvc de ¥ pulgada de didmetro, en nimero de 6 que
conformaran todo el sistema de flujo por gravedad; el sistema estuvo montado en una
estructura de melamina a modo de escalones y cada contenedor presentara un angulo
de inclinacion de 9.5°, los efluentes del PIRS se colocaran en un tanque inicial en un
volumen de 5 L., para evitar que la saturacion de los contenedores. En el tanque
inicial se ajustara las velocidades de flujo de los efluentes mediante una llave de
paso, midiéndose el volumen por unidad de tiempo, para la construccion del sistema

de flujo se consideraran las medidas precisadas en el ANEXO 6 .

2.3.3.1 Evaluacion de la capacidad de bioabsorcion de Arsénicomediante un
sistema de flujo por gravedad con Chlorella vulgaris, en efluentes industriales
del PIRS.

Para evaluar la bioabsorcion de Arsénico presente en efluentes del PIRS se

implementara un sistema de flujo por gravedad que se muestra en el siguiente
diagrama (Figura N° 5):
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REPOSITORIO DE

RY.

Figura N° 5.
Diagrama de flujo por gravedad con cultivo de Chorella vulgaris.
Fuente: elaboracién propia.

Para evaluar la capacidad de bioabsorcion se realizara un disefio experimental DCR
en el que se evaluara el efecto del factor velocidad de flujo en la bioabsorcion de
Arsénico.

A) Tratamientos: Se aplicaran tres velocidades de flujo de efluentes del
PIRS en el sistema de flujo por gravedad las que fueron; 20 mL/min, 40
mL/miny 80 mL/min.

B) Repeticiones: Se realizaran3 repeticiones por tratamiento.

C) Unidad experimental: se implementard un disefio que favorezca la
bioabsorcion de Arsénico, utilizando la biomasa de Chlorellavulgaris

libre en el medio de cultivo empacada en contenedores, en dicho sistema

se controlaré el flujo de los efluentes residuales por un sistema de 6
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contenedores interconectados mediante filtros con grava y conectores de
PVC de % pulgada, los contenedores seran colocados en un soporte
hecho de melanina para brindarle estabilidad, la regulacion de la
velocidad de flujo se realizaré en el depdsito del efluente, mientras que
los demés contenedores presentaran los reguladores de flujo totalmente
abiertos para asegurar la velocidad de flujo constante.

D) Evaluacion y registros: Se tomardn muestras periodicamente cada 4
dias por un lapso de 36 dias, para evaluar:

e Concentracion de Clorofila A: La concentracion de Clorofila A, es una
medida indirecta de biomasa de microalgas. El procedimiento para su
analisis incluird la concentracion de microalgas,la extraccion del
pigmento con una solucion acuosa de etanol absoluto (90%) y la
determinacion de la densidad Optica (absorbancia) del extracto por
medio de un espectrofotémetro, este procedimiento estd basado en
Standard Methods (APHA, 1998).

Se tomaran muestras de 100 mL las cuales se concentrardn mediante
centrifugacion a 8 000 rpm. x 3 minutos, decantando el sobrenadante y
sometiéndolo a nitrégeno liquido para su lisis, después se resuspendera
en un volumen de etanol absoluto hasta cubrir el precipitado que se
mantendré en refrigeracion a 4°C en un frasco ambar por 2 dias. Al
cabo de 2 dias el extracto se centrifugard por 3 minutos a 8000 rpm.
para su clarificacion, separando el sobrenadante y anotandose el
volumen total del extracto. Posteriormente se transferirda 1.5mL del
extracto clarificado a una cubeta de espectrofotometro de (1cm) de
ancho registrandose la densidad dptica a 750 nm y 664 nm, luego se
afiadira 0.05mL de HCI 0.1N agitando con cuidado el extracto
acidificado y se registrara las absorbancias (DO750nm y DO665nm),
90 segundos después de la acidificacion. Se restard las absorbancias
obtenidas a 750nm (no-acidificada y acidificada) a las correspondientes

lecturas que se obtendran a 664nm antes de acidificary a 665nm
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después de acidificar(la absorbancia registrada a 750 nm es una medida
de la turbidez en el extracto). Utilizando los valores corregidos
(DO664nm y DO665nm) se calculard la concentracion de clorofila-a

mediante la siguiente ecuacion (APHA 1998):

ClOfOfila-A (mg/ms) = 26,7 X (DO 664:antes — DO 665:después) X Vl

V2xL

Donde:

V1 = volumen del extracto, expresado en litros (L).

V2 = volumen de la muestra, expresado en metros ctbicos (m®).

L= longitud paso de luz o ancho de la celda espectrofotométrica, expresado

en centimetros (cm).

DO664nm: antes=densidad ¢ptica del extracto a 664nm antes de la
acidificacion.
DO665nm: después=densidad Optica del extracto a 665nm después de la

acidificacion.

El valor 26.7 es un factor de correccion de la absorbancia igual a A x K,
donde:
A = 11.0 (coeficiente de absorbancia de la clorofila-a, a 664nm).

K = 2.43 (factor de correccion por la acidificacion).

e Concentracion residual de Arsénico: Los efluentes tratados se
colectaran periédicamente en un volumen de 250mL por cada
repeticion, los cuales se analizaran mediante espectroscopia de
adsorcion atomica, para determinar la concentracién de Arsénico
residual después de sometidos a los tratamientos del sistema de flujo

por gravedad.

Pag. 42

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

Gl :
TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

Para medir las muestras mediante esta técnica, las mismas seran
diluidas con HNO30.14 M vy filtradas por membrana de 0,45 micrones
para proceder a realizar la cuantificacibn mediante las siguientes
especificaciones (Burguera, M., et al 1991):

Longitud de onda 193,7 nm.

Ancho de banda 1,5 nm

Tiempo de integracion 5 seg.

Corriente de la ldampara 8,5 mA

Aire - Acetileno (2,25 bar- 1,00 bar)

YV V V V V

2.3.4 Determinacion de la toxicidad de efluentes industriales del PIRS tratados

con Chlorella vulgaris,en el cultivo de Daphnia magna.

El género Daphnia, es utilizada extensivamente en pruebas de toxicidad, permiten
determinar la letalidad potencial de sustancias puras, aguas residuales domesticas e
industriales, lixiviados, aguas superficiales o subterraneas, agua potable, y agua de
sedimentos, entre otros. En las pruebas de toxicidad con D. magna, los neonatos
menores de 24 hrs. de edad seran expuestos a la muestra 0 compuesto a probar, por
un periodo de 48 hrs., al término del cual se cuantificard el nimero de organismos
muertos. Con estos resultados se establece la proporcion o porcentaje de mortalidad
producida (Diaz et al, 2006).

Para la implementacion del bioensayo se realizara el cultivo de Daphnia magna
(pulga de agua) en 20 L de agua reconstituida la cual constard de: 19 L de agua
destilada, 2.4 g de MgSO,, 3.84 g de NaHCO3y 0.16 g de KCI, paralelamente se
disolvera 2.4 g de CaS0O4.2H,0 en 1 L de agua destilada y se afiadird a los 19 L de la
primera solucion (Diaz et al, 2006). Las pulgas de agua cultivadas en agua
reconstituida, seran separadas por edad y solo se utilizaran neonatos de entre 0 a 24
hrs., los que se colocaran 1 dia antes del ensayo de toxicidad en numero de 10 por
envase de vidrio de 300 mL de volumen, conteniendo las siguientes diluciones del

efluente tratado:
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Dilucion 1 (0% de efluente): agua reconstituida solamente 250 mL,

Dilucion 2 (25% de efluente): 187.5 mL de agua reconstituida y 62.5 mL del efluente
del PIRS tratado.

Dilucion 3 (50% de efluente): 125 mL de agua reconstituida y 125 mL del efluente
del PIRS tratado.

Dilucion 4 (75% de efluente): 62.5 mL de agua reconstituida y 187.5 mL del efluente
del PIRS tratado.

Dilucion 5 (100% de efluente): solamente efluente del PIRS tratado 250 mL.

El efluente del PIRS tratado a utilizar sera aquel que haya resultado con menor
concentracion de Arsenico residual, después de haber pasado por el sistema
modificado de flujo por gravedad. La evaluacion de la toxicidad, se realizara
mediante el recuento de neonatos muertos por cada unidad de analisis hasta las 48
hrs, este ensayo se hara por triplicado. A continuacion se muestra el flujograma para

la realizacion de las actividades del bioensayo (Figura N°6):
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Sustancias toxicas
Cultivos de Muestra

mantenimiento /

Depuracién de
diluciones

Neonatos 24 h

No. de diluciones (5) —————>
No. de réplicas (3)

Bioensayo

——>No. de muertos
Incubacién 48 horas 9% de mortalidad

y

Toma de datos

v

Andlisis estadistico
{Probit)

v

CL s
Limites al 95%

Diserio experimental

Figura N° 6.
Diagrama de flujo de las actividades vinculadas al desarrollo del ensayo de toxicidad
aguda con Daphnia magna
Fuente: elaboracién propia
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2.3.5 Andlisis y procesamiento de datos

2.3.5.1) Evaluacion del crecimiento Chlorella vulgaris en diferentes
concentraciones de Arsénico I11.

Para el procesamiento de los datos correspondientes al recuento de células de
Chlorella vulgaris de los distintos tratamientos para las evaluaciones
realizadas, se empleara la prueba de comparacion multiple de anélisis de
varianza de medidas repetidas (ANOVA de medidas repetidas) y la prueba de
especificad de Tukey, para determinar la diferencia entre tratamientos y en
diferentes tiempos de evaluacion, se detallaran también los promedios y
estadisticos descriptivos por tratamiento, el procesamiento se realizard
mediante el software estadistico SPSS version 20, y las representaciones

graficas se efectuaran mediante el software Graph Pad Prism 6.

2.3.5.2) Evaluacion de la capacidad de bioabsorcion de Arsénicomediante
un sistema modificado de flujo por gravedad con Chlorella vulgaris, en

efluentes industriales del PIRS.

Para el procesamiento de los datos correspondientes de la concentracion de
Clorofila A'y la concentracion de Arsénico residual de efluentes del PIRS de
las distintas velocidades de flujo en el sistema por gravedad, se emplearan la
prueba de comparacion mdaltiple de analisis de varianza (ANOVA) vy la
prueba de especificad de Tukey para determinar la diferencia entre
tratamientos, se detallaran también los promedios y estadisticos descriptivos
por tratamiento, el analisis se realizara mediante el software estadistico SPSS
version 20, y las representaciones graficas se efectuaran mediante el software
Graph Pad Prism 6.
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2.3.5.3) Determinacion de la toxicidad de efluentes industriales del PIRS

tratados con Chlorella vulgaris,en el cultivo de Daphnia magna.

Los datos de mortalidad se expresardn en porcentajes para las diferentes
concentraciones del efluente del PIRS tratado a las 48hrs. de exposicidn,
mediante el analisis estadistico de PROBIT se obtendra la concentracion letal
media (CLsp), asi mismo se determinard las probabilidades de mortalidad por
cada concentracion del efluente tratado, el analisis se realizara mediante el
software estadistico SPSS version 20, y las representaciones gréficas se

efectuaran mediante el software Graph Pad Prism 6.
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2.4. FLUJOGRAMA DE ACTIVIDADES.

Aislamiento de Chiorella vulgaris
Cuttivo de Chiorella vulgaris en Recuento celular de
diferentes concentraciones de As (Il Chlorella igarls
Evaluacién de la capacidad de bioabsorcion
de arsénico con Chlorella vulgaris
Disafio @ implementacidn del sistema Determinacion de la concentracion
modificado de flujo por gravedad residual de As ll, y ofros parémetros.
Determinacion de la toxicidad de efluentes
industriales del PIRS tratados
Evaluacién de la mortalidad de Célculo de la CL50 a las
neonatos de Daphnla magna 48 hrs. de exposicién
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CAPITULO Il

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 AISLAMIENTO DE Chlorella vulgaris DE MUESTRAS DE AGUA
PROVENIENTES DE EFLUENTES DE AGUAS RESIDUALES.

El aislamiento de Chlorella vulgaris se realizd de efluentes de la planta de
tratamiento de Chilpina, las muestras fueron colectadas en frascos estériles
debidamente rotulados y posteriormente incubados a temperatura de 20°C
(temperatura optima de cultivo) y aireacion constante, 24 hrs. de la colecta se
procedié a preparar diluciones sucesivas hasta obtener el cultivo puro de Chlorella
vulgaris como se muestra en la Figura N° 7.

Figura N° 7: Aislamiento de Chlorella vulgaris.

Se observa en la Figura N° 7a) muestra colectada sin dilucion a 40X, diversas
especies de microalgas, b) muestra con dilucién de 1:10 a 40X,Chlorella vulgariscon
otra microalga, c) muestra con dilucion de 1:100 a 40X, cultivo puro de Chlorella

vulgaris
Para evitar el crecimiento de otros microorganismos en el aislamiento de Chlorella
vulgaris (Figura N°7), se aplico ampicilina (25 ug/mL) y cloranfenicol (35 pg/mL)

conforme a lo descrito por (Abdul Rehman Y A.R. Shakoori, 2004) en el que
reportan la aplicacién adicional de (25 pg/mL) de gentamicina para la evaluacién de
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la tolerancia y la absorcion de cadmio y niquel por Chlorella sp. aislado de efluentes
de teneria, pese a la no aplicacion de esta dosis de gentamicina para evitar el
crecimiento principalmente de bacterias y protozoarios, no se reportaron indicios del
crecimiento de estos en el cultivo puro de Chlorella vulgaris para nuestra
investigacion, por lo que no fue necesario la aplicacion de este antibidtico. Los
parametros de pH 7.2 y 20°C de temperatura fueron los 6ptimos para la obtencion de
una cantidad considerable de biomasa, conforme a lo reportados por (Barsanti et al.,

2006), dichos pardmetros fueron controlados a condiciones de laboratorio.

3.2 EVALUACION DEL CRECIMIENTO Chlorella vulgaris EN
DIFERENTES CONCENTRACIONES DE ARSENICO 111.

Una vez aislada la Chlorella vulgaris, se realizé un cultivo puro en matraces de
250mL a los cuales se les aplico diferentes concentraciones de Arsénico 111 (1.6, 3.2
y 6.4 mg/L) en forma de Na,HAsO3, realizandose 4 evaluaciones cada 5 dias por
espacio de 20 dias mediante recuento en camara de Newbauer, para después ver el
efecto en el crecimiento en funcidn al tiempo y las concentraciones de Arsénico llI,

como se muestra en la Figura N°8.

Figura N° 8: Implementacion del cultivo para la evaluacion del crecimiento de
Chlorella vulgaris a diferentes concentraciones de Arsénico Il1.

Se observa en la Figura N° 8 a) el montaje del sistema de aireacion en matraces
Erlenmeyer de 250 mL, junto al cultivo puro de Chlorella vulgaris utilizado como
inéculo para la absorcion de Arsénico Ill, b) incubacion a temperatura, aireacion
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eiluminacion constantes de las unidades experimentales en la evaluacion del
crecimiento de Chlorella vulgaris a diferentes concentraciones de Arsénico IlI.

Se muestran los valores del ANOVA de medidas repetidas para el crecimiento de
Chlorella vulgaris en distintas concentraciones de Arsénico Il en forma de

Na;HAsO3; como se muestra en la Tabla N° 1.

TABLAN°1
EVALUACION Y COMPARACION DEL CRECIMIENTO Chlorella vulgaris
EN DIFERENTES TIEMPOS DE EVALUACION Y
CONCENTRACIONES DE ARSENICO I11.

Fuente de Suma de Gl Media F Significancia
variabilidad cuadrados cuadratica P
¥ 11889827400.000 3  3963275800.000 100.991  0.000...(P<0.01)
Evaluacién
Evaluacion x 1713733933.334 9 190414881.482  4.852  0.000...(P<0.01)
Tratamientos
2354635466.667 60 39243924.444

Error

En la Tabla N°1., de acuerdo al valor estadistico de Fisher (F), se determina la
presencia de diferencias altamente significativas en las evaluaciones realizadas para
el crecimiento de Chlorella vulgaris (P<0.01), asi mismo se muestran diferencias
altamente significativas en el crecimiento de Chlorella vulgaris con la interaccion
Evaluaciones x Tratamientos (P<0.01).

El crecimiento de Chlorella vulgaris se evalud en presencia de Arsénico Il por ser el
estado mas labil y biotdxico (Lillo, 2003), sin embargo los resultados obtenidos
(Tabla N°1) muestran que el crecimiento de la microalga no se ve afectado por las
concentraciones de Arsénico Il a las que fue sometida, resultado que demostraria
que el Arsénico Il estaria presentandose en formas organicas, ya que estas suelen

aparecer en concentraciones menores que las especies inorganicas, aunque pueden
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incrementar su proporcion como resultado de reacciones de metilacion catalizadas
por actividad microbiana (bacterias, algas), estas formas organicas dominantes que
estarian presentandose en el cultivo de Chlorella vulgaris, serian el &cido
dimetilarsinico {DMAA, (CH3),AsO(OH)} y el acido monometilarsénico {MMAA,
CH3AsO(OH),}, donde el arsénico esta presente en ambos casos como Arsénico V
(Torralba, 1996), especies de arsénico que se encuentran comdnmente en bacterias y
algas.EIl crecimiento de Chlorella en presencia de Arsénico Il demuestra en forma
indirecta la bioabsorcién del metal a pH 7, ya que a pH mayores a 6 son apropiados
para la remocion de As 11 (Biswas et al. 2008).

Se evaluo el crecimiento de Chlorella vulgaris a tres concentraciones de Arsénico
I11, como se observa en la Figura N° 9.

80000 Control
T
T2

T3

Fiid

700004

40000

30000+

RECUENTO PROMEDIO (n°organismosf/ ml)

20000 T T

Ay Lafh o0
oo o o
AR :-»9 a2

EVALUACIONES

Figura N° 9: Crecimiento Chlorella vulgaris segin concentraciones de Arsénico Il

Se observa un incremento en el nimero de células de Chlorella vulgaris hasta la
cuarta evaluacién, presentandose mayor crecimiento promedio en el tratamiento T3
(6.4 mg/L) con 71333.34 organismos/mL, mostrandose también mayor crecimiento

de Chlorella vulgaris en los tratamientos en comparacién con el grupo control.
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Se tom6 como concentracion de referencia de Arsénico Il (3.2 mg/L) en forma de
Na;HAsOj3, reportada por (Lazo R. 2009). en la investigacion, efecto de la
fitoextraccion de As, Cr, Cd, Cu, Hg y Pb en la supervivencia, crecimiento de
plantulas de Chenopodium murale, Baccharis salicifolia, Eleocharis montevidensis y
Tessaria integrifolia y su relacién con la respuesta fisiologica y protedmica, por ser
el antecedente mas préximo en investigaciones realizadas para nuestro medio con

Arsénico IlI.

En el (Figura N° 9) se detalla un aumento progresivo en el recuento de Chlorella
vulgaris hasta la ultima evaluacién y mas ain con la mayor concentracion de
Arsénico 11 (6.4 mg/L), resultados que demostrarian la transformacion progresiva de
una forma toxica de Arsénico como es la de Arsénico Il inorganico, a formas
orgénicas menos toxicas, para permitir de esta manera el crecimiento de la microalga
y por consiguiente un aumento en la bioabsorcion del metal, seguramente debido a la
presencia de mas superficie de absorcion, ya que las algas que se mueven libremente
por el medio retienen una mayor cantidad de metales que las algas fijas a un sustrato
(Xianhai Z. et al., 2012).

Se muestran en la Tabla N°2 los valores del ANOVA para los promedios del

crecimiento de Chlorella vulgaris.

TABLA N° 2
EVALUACION Y COMPARACION DEL PROMEDIO DE CRECIMIENTO
Chlorella vulgaris EN DIFERENTES CONCENTRACIONES DE

ARSENICO Ill.
Fuente de Suma de Gl Media F  Significancia
variabilidad cuadrados cuadratica
Tratamientos 2142703133.334 3 714234377.778  3.350 0.040 (P<0.05)
Error 4264697866.667 20 213234893.333
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En la Tabla N°2., se determinan de acuerdo al valor estadistico de Fisher (F), la
presencia de diferencias significativas (P<0.05), en el crecimiento de Chlorella
vulgaris con la aplicacién de tres concentraciones de Arsénico Il1.

La diferencia estadistica en la comparacion de promedios del crecimiento en el
cultivo de Chlorella vulgaris hasta los 20 dias de evaluacion en las concentraciones
de Arsénico Il (Tabla N° 2), es un indicador de la resistencia de esta microalga
frente a la presencia de arsénico como se precisa en la evaluacién de la tolerancia y
la absorcion de cadmio y niquel por Chlorella sp., aislado de efluentes de teneria
(Abdul Rehman y A.R. Shakoori, 2004) donde se demuestra la resistencia de la
microalga contra metales pesados presentes en efluentes industriales, representando
de esta manera un medio eficiente para resistir, tolerar o procesar iones metalicos,

como el arsénico.

Para determinar en qué tratamiento se obtuvo mayor y menor crecimiento de
Chlorella vulgaris se emple6 la prueba de comparacion multiple de Tukey, como se

muestra en la Figura N° 10.
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Figura N° 10: Prueba de comparacion maltiple para el crecimiento promedio de
Chlorella vulgaris en diferentes concentraciones de Arsénico IlI.
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La Figura N°10 muestra la presencia de dos grupos (a y b), siendo el tratamiento T3
(6.4 mg/L) (b) el que presentd6 mayor crecimiento de Chlorella vulgariscon un
promedio de47796.70organismos/ml (b) seguido de los tratamientos T1y T2, siendo
el grupo control el que presentd menor crecimiento promedio con 34720.00
organismos/mL (a).

En el proceso de bioabsorcion de metales se presentan factores que influyen en una
mayor eficiencia del mismo, uno de ellos es la densidad de la microalga asi una alta
densidad (5%10° organismos/ mL) de microalgas que se mueven libremente por el
medio retienen una mayor cantidad de metales que las algas fijas a un sustrato,
seguramente debido a la presencia de mas superficie de absorcion. No obstante lo
inverso ocurre al considerar algas libres con una baja densidad (2x10° organismos/
mL), evidenciado en la remocion y evaluacion de la toxicidad de Cu y Fe mediante
celulas libres e inmovilizadas de Anabaena doliolum y Chlorella vulgaris. (Rai L.C.
y Mallick N., 1992), la méxima densidad obtenida (47796.67 organismos/ml) en
presencia de (6.4 mg/L) de Arsénico Il detallada en la Figura N°10 es muy préxima

a una alta densidad (5x10° organismos/ mL).

Este resultado explicaria una buena bioabsorcién de Arsénico, la misma que es
medida indirectamente por el crecimiento de Chlorella vulgaris en presencia de

Arsénico I, el cual se evalu6 mediante Recuento (Figura N°11).
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Figura N° 11: Recuento de Chlorella vulgaris en cdmara de Newbauer.

Se observa en la Figura N° 11el recuento de Chlorella vulgaris en cdmara de
Newbauera) grupo control a 10X, b)tratamiento T1 (1.6 mg/L) de Arsénico Ill a
10X, c)tratamiento T2 (3.2 mg/L) de Arsénico Il a 10X, d)tratamiento T3 (6.4
mg/L) de Arsénico 111 a 10X.

3.3 DISENO Y CONSTRUCCION DEL SISTEMA DE FLUJO POR
GRAVEDADPARA Chlorella vulgaris A ESCALA DE LABORATORIO.

Para la implementacion del sistema de flujo por gravedad, se construyé un soporte de
melanina blanca de 15mm de espesor, con 147 cm de alto y 220.5 cm de base; y 6
escalones de 21cm de altura, 31 cm de ancho y 40cm de largo para los contenedores
y el primer escalén de 21cm de alto, 34.5cm de ancho y 40cm de largo sobre el cual
se coloco el deposito del efluente de 120 cm de alto 25 cm de ancho y largo 30 cm,
que contenia 5 L de efluente del PIRS, con un regulador para controlar la velocidad
de flujo hacia los 6 contenedores inclinados con un angulo de 9.5°. Cada contenedor
es de material de plastico transparente de 23 cm de ancho, 36 cm de largo y 11cm de
alto con un filtro de grava de 10cm de largo y ¥z pulgada de diametro, la conexion de
estos fue mediante mangueras de PVC de % pulgada de diametro. El efluente tratado

después del paso por los 6 contenedores con biomasa de Chlorella vulgaris fue
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depositado en el contenedor del efluente tratado de 23 cm de ancho, 36 cm de largo y
11cm de alto. El disefio del sistema de flujo por gravedad esta basado en el
tratamiento de aguas mediante aireadores por gravedad en los que se utilizan la
energia liberada cuando el agua pierde altitud al aumentar el area superficial aire-
agua, por lo tanto se incrementa la concentracion de oxigeno. Estos son ampliamente
usados en acuicultura, debido a que son de facil disefio y econémicos, cominmente

se los denomina aireadores de cascada o cataratas (Galli M., 2007).
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Figura N°12: Sistema de Flujo con medidas para su Construccion

En la Figura N°12Sistema de Flujo: (a) vista frontal, (b) lateral izquierda, en ambas
figuras (a 'y b) se observan las medidas de los diferentes materiales empleados para la

construccién del mismo.
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3.3.1 EVALUACION DE LA CAPACIDAD DE BIOABSORCION DE
ARSENICO EN UN SISTEMA DE FLUJO POR GRAVEDAD CON Chlorella

vulgaris.

La capacidad de bioabsorcion de Arsénico de efluentes del PIRS con Chlorella
vulgaris, se evalu6 mediante la concentracion de Clorofila A como indicador de
biomasa y mediante la concentracién residual de Arsénico después de someter los
efluentes a diferentes velocidades de flujo (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, donde la biomasa libre de la microalga
entra en contacto con el Arsénico presente en los efluentes, el flujo en el sistema es
solamente por gravedad sin necesidad de una bomba que impulse el flujo del
efluente.

Laconcentracion de Clorofila A se evalta para medir la bioabsorcién de Arsénico de

efluentes, como se muestra en la Tabla N°3.

TABLA N° 3.

EVALUACION Y COMPARACION DE LA CONCENTRACION DE
CLOROFILA A DE Chlorella vulgaris EMPACADA EN UN SISTEMA DE
FLUJO POR GRAVEDAD PARA LA REMOCION DE ARSENICO EN
EFLUENTES INDUSTRIALES DEL PIRS.

MUESTRA Conc. de Clorofila A (mg/m®) Significancia
X£S F P
CULTIVO DE C. vulgaris 153.85+6.44
SISTEMA A 20 mL/min. 81.52 £9.15 0.00003
SISTEMA A 40 mL/min. 36.74 £ 2.07 237.13 AS.
SISTEMA A 80 mL/min. 40.18 +4.51 P<0.01
C.V.=7.85%
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Se observa en la Tabla N° 3, los promedios de la Concentracién de Clorofila A del
cultivo puro de Chlorella vulgaris expresados en (mg/m®) y del cultivo empacado en
el sistema de flujo por gravedad a tres diferentes velocidades de flujo (20, 40 y 80
mL/min.) con sus respectivas desviaciones estandar, se detallan también los valores
de la prueba estadistica de comparacién empleada “Analisis de Varianza”, siendo
para dicha prueba el valor del estadistico de F =237.13, el cual demuestra que existe
diferencias altamente significativas (A.S.) en la concentracion de Clorofila A de
Chlorella vulgaris, del cultivo puro y la empacada en el sistema de flujo por
gravedad a diferentes velocidades de flujo P<0.01. El Coeficiente de Variacion
(C.V.=7.85%), demuestra que la variabilidad originada es producto de la aplicacion

de los tratamientos.

La tabla N°3 demuestra el efecto del Arsénico en la concentracion de clorofila A esto
se explicaria, porque la primera etapa de la fotosintesis es la absorcion de la luz por
la clorofila, una porfirina con un ion Mg*? coordinado. (Azeez y Bonerjee, 1987) en
la evaluacion de la influencia de luz en la concentracion de Clorofila A de algas
verde azules tratadas con metales pesados, mencionan que el Pb actua sobre la
clorofila, dezplazando al Mg*™ y cambiando consecuentemente las propiedades
fisicoquimicas de dicho pigmento, ya que al estar ausente este metal, impide que se
forme la protoporfirina IX y por consiguiente la protoclorofila, es muy probable que

otros metales como el Arsénico causen el mismo efecto.

Para determinar a qué velocidad se obtuvo mayor y menor concentracion de
Clorofila A se empleo la prueba de comparacion multiple de Tukey, como se muestra

en la Figura N° 13.
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Figura N° 13: Prueba de comparacion maltiple para la concentracion de Clorofila A
en un sistema de flujo por gravedad con chlorella vulgaris, en efluentes industriales
del PIRS.

La Figura N° 13 muestra la presencia de tres grupos (a, b'y ¢), siendo el cultivo puro
de Chlorella vulgaris el que presentd mayor concentracion de Clorofila Acon un
promedio de153.85 mg/m®(c) seguido de la concentracion de Clorofila A sometida a
20 mL/min en el sistema de flujo por gravedad con un promedio de 81.52 mg/m? (b),
siendo las velocidades de flujo de 40 y 80 mL/min las que presentaron menor
concentracion promedio de Clorofila A con 36.74 y 40.18 mg/m*(a)

respectivamente.

En la Figura N° 13, se puede observar que, ain cuando la produccion del pigmento
fotosintético disminuye significativamente con respecto al valor promedio del cultivo
puro de Chlorella, se mantiene en valores que permite inferir una viabilidad celular
aun en presencia de Arsénico; lo que demuestra la resistencia de la Chlorella
vulgaris a la presencia de metales en el medio de cultivo empacado en el sistema de
flujo por gravedad. Posiblemente esta adaptacion se deba a un equilibrio en la
produccion de restos de clorofila y carotenos, ya que (Marin N., et al 1998) reportan
de la accion protectora de los carotenos sobre la fotoxidacion de la clorofila A ante

un estrés téxico en la evaluacion del efecto de la concentracién de nitrato en el
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crecimiento y la sintesis de pigmentos de Dunaliella salina cultivada a baja
iluminacién y preadaptada a diferentes salinidades.

La concentracion de Clorofila A disminuye conforme aumenta la velocidad de flujo
en el sistema de flujo por gravedad (Figura N° 13), indicando el aumento de biomasa
al disminuir la velocidad de flujo, puesto que una menor velocidad de flujo indica un
mayor tiempo de retencion en el sistema de flujo, tiempo en el que se daria la
reposicién de biomasa, la mayor concentracion de Clorofila A (81.52 mg/m® 6
0.08152mg/L) es menor a 0,2010 mg/L reportado por (Marcano, et al.,2010)en la
evaluacion de los cambios ultraestructurales de adaptacion de la microalga
Scenedesmus sp al estrés inducido por cadmio y vanadio (Cd y V), demostrando un
mayor efecto de Arsénico en la biomasa de la microalga Chlorella vulgaris que el
ocasionado por Cd y V en la microalga Scenedesmus sp, probablemente debido a
mayores alteraciones en la organizacion de los cloroplastos (Fernandez L. y Novillo
A.,1996).

Se observa en la Figura N° 14a) la extraccion de Clorofila A después de la
clarificacion con etanol absoluto, para cada muestra siendo los del cultivo puro y a
20 mL/min las muestras con mayor concentracion de clorofila, b) volumen de los
extractos clarificados necesarios para la determinacion de Clorofila A.

A40mLimin. 80mLimin. 20mLimin.

Figura N° 14: Concentracion de Clorofila A de Chlorella vulgaris:
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En la Tabla N°4 se detallan a continuacion los valores de la prueba estadistica de
comparacion “Analisis de Varianza”.

TABLA N° 4.

EVALUACION Y COMPARACION DE LA CONCENTRACION
RESIDUAL DE ARSENICO DEEFLUENTES INDUSTRIALES DEL PIRS
(PARQUE INDUSTRIAL DE RIO SECO) MEDIANTE UN SISTEMA DE

FLUJO POR GRAVEDAD CON Chlorella vulgaris.

MUESTRA Conc. de Arsénico (mg/L) Significancia
X+S E =}

EFLUENTES 11.09 £ 0.96
SISTEMA A 20 mL/min. 443 +1.20 0.0002
SISTEMA A 40 mL/min. 8.46 + 0.97 2983 AS.
SISTEMA A 80 mL/min. 10.32+1.14

P<0.01
C.V.=1257%

Se observa en la Tabla N° 4, los promedios de la Concentracion residual de Arsénico
de los efluentes del PIRSexpresados en (mg/L) y después de someter los efluentes a
un sistema de flujo por gravedad a tres diferentes velocidades de flujo (20, 40 y 80
mL/min) con sus respectivas desviaciones estandar, siendo para dicha prueba el valor
del estadistico de F =22.83, el cual demuestra que existe diferencias altamente
significativas (A.S.) en la concentracion de Arsénico residual, de los efluentes del
PIRS y de los efluentes sometidos a un sistema de flujo por gravedad a diferentes
velocidades de flujo P<0.01. El Coeficiente de Variacion (C.V.=12.57%), demuestra

que la variabilidad originada es producto de la aplicacion de los tratamientos.

La concentracion de Arsénico en los efluentes del PIRS disminuyen después de pasar
por el sistema de flujo por gravedad (Tabla N° 4), evidenciado por una concentracion
menor de Arsénico con las diferentes velocidades de flujo en relacion a la
concentracidn inicial de Arsenico en los efluentes, esta reduccion en la concentracion

de Arsénico es debida a la absorcion que se da por parte del cultivo de Chlorella
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vulgaris empacada en el sistema, dicha bioabsorcién estaria mediada por el
componente fibrilar de celulosa y una matriz amorfa compuesta de polisacaridos
como, galactosa, ribosa, xilosa, acido glucuronico presentes en la pared celular de la
microalga, que pueden ser sulfonados, y a que las proteinas representan del 10 al
70% del peso seco de la pared celular y ofrecen grupos funcionales como hidroxilos,
carboxilos, sulfhidrilos, aminos, iminas, amidas, imidazolas, potencialmente forman
uniones con los metales (Sanchez et al., 2003), también se ha descrito que los
microorganismos retienen internamente metales pesados y lo hacen por complejacion
con diversos ligandos citoplasmaticos como los polifosfatos o las proteinas (Volesky,
B., 1990). Las posibilidades de este tipo de procesos sobre un gran nuamero de
cationes y radionucleidos utilizando bacterias, hongos y algas se han puesto de

manifiesto mas frecuentemente hoy en dia.

Para evaluar la concentracion residual de Arsénico se empleo la Prueba de
comparacion multiple de Tukey (Figura N°15).

154

124

10.32 = 1.14

CONCENTRACION DE ARSENICO RESIDUAL (mglL)

0

\}.‘\t“ uﬁ\t" \P\t“
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Figura N° 15: Prueba de comparacion maltiple para la concentracion residual de
Arsénico deefluentes industriales del PIRS mediante un sistema de flujo por
gravedad con Chlorella vulgaris.

La Figura N° 15 muestra la presencia de dos grupos (a y b), siendo menor la

concentracion de Arsénico residual de efluentes del PIRS después de ser sometido a
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un sistema de flujo por gravedad a la velocidad de flujo de 20 mL/min con 4.43 mg/L
(a) en promedio, mientras que la concentracién de los efluentes tratados a 40 y 80
mL/min no presentaron diferencias estadisticas con los efluentes sin ser sometidos al

sistema de flujo por gravedad (b).

La mayor bioremocion de Arsénico de efluentes del PIRS se presento a la velocidad
de flujo en el sistema de 20 mL/min (Figura N° 15) presentandose una concentracion
de Arsénico libre residual promedio de 4.43 mg/L, resultando esta velocidad como la
mas eficiente en la remocion de Arsénico siendo este el menor flujo utilizado a
diferencia de lo descrito por (Almaguer Cantu V. et al., 2010) en la evaluacion de la
bioremocion de Pb?* en una columna empacada con biomasa inmovilizada, en la que
sefialan que la velocidad de absorcion de plomo Il fue mayor utilizando un flujo
volumétrico de 60 mL/min en comparacion al de 40 mL/min por presentar poca
resistencia del complejo inmovilizado a un mayor tiempo de contacto entre el
biosorbente y el i6n metélico y al de 80 mL/min debido a que el tiempo de contacto a
este flujo fue insuficiente para establecer un equilibrio entre biosorbente y el ion
metalico, segln esta premisa se estaria demostrando la resistencia frente a Arsénico
por parte de la microalga Chlorella vulgaris a mayores tiempos de contacto a este
metal, ademas si se considera un corto tiempo de contacto de la microalga con

Arsénico, no se realizara una absorcion 6ptima del metal.

La Remocion porcentual de Arsénico de efluentes del PIRS para las diferentes
velocidades de flujo (20, 40 y 80 mL/min), se muestra en la Figura N° 16.
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Figura N° 16: Remocion de Arsénico deefluentes industriales del PIRS mediante un
Sistema de flujo por gravedad con chlorella vulgaris.

La Figura N° 16 muestra la mayor remocion porcentual de Arsénico a la velocidad
de 20 mL/min en el sistema de flujo por gravedad con 60.05%, seguido del 23.72%
de remocion obtenido a la velocidad de 40 mL/min en el sistema de flujo por
gravedad, mientras que la menor remocion se obtuvo a la velocidad de 80 mL/min.
con 6.94% de remocién de Arsénico presente en los efluentes del PIRS. Ademas el
modelo que describe la remocion porcentual de Arsénico indica que si la velocidad

de flujo aumenta en 1 mL/min la remocién de Arsénico disminuye en 0.82%.

La mayor remocion de Arsénico de efluentes del PIRS mediante el sistema de flujo
por gravedad fue del 60.05% obtenida por la velocidad de flujo de 20 mL/min
(Figura N° 16) similar a la obtenida en la evaluacion de la captacion de cadmio por
biomasa libre e inmovilizada de Nostoc minutum (cianobacteria filamentosa)
(Ferrari, S.G.; et al., 2004), en la que al partir de una concentracion inicial de cadmio
de 10 mg/L el porcentaje de remocion obtenido fue de 60%, sometiendo a la biomasa
a un tratamiento de 80°C en estufa, mientras que la biomasa libre de Chlorella

vulgaris en la presente investigacién no se sometié a ningln tratamiento térmico ni
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de inmovilizacién, solo estuvo expuesta a la variacion de la temperatura ambiental
como biomasa libre. Se reporta una remocién del 70% de Arsénico en la reduccion
de los niveles de Arsénico en el agua tratada con TiO, (Dessi J. 2006), sin embargo
los efectos de la sobre exposicion al polvo de TiO, causan tirantez y dolor de pecho,
tos y dificultad para respirar, el contacto con piel y los ojos puede provocar
irritacion, efectos que se presentan como perjudiciales para realizar un sistema de
remocion mediante esta forma, a pesar de no ser muy distante del porcentaje de
remocion de Arsénico mediante esta forma con el obtenido, mediante un tratamiento

bioldgico no asumen riesgos de este grado.

En la Figura N°17 se observa el Sistema de flujo por gravedad.

Figura N° 17: Sistema de flujo por gravedad a diferentes velocidades de flujo con
cultivo de Chlorella vulgaris:

Figura N° 17a) cultivo inicial de 1.5 L de Chlorella vulgaris por bandeja, b) efluente
del PIRS tratado a 20 mL/min., c) efluente del PIRS tratado a 40 mL/min. d) efluente
del PIRS a 80 mL/min.

Se muestra en la Figura N° 18las muestras del efluente del PIRS antes de ser
sometido al sistema de flujo por gravedad.
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Figura N° 18: Muestras empacadas en el sistema de flujo por gravedad:

Figura N° 18, se observan las muestras del efluente del PIRS sometidas a 20, 40 y 80
mL/min. y finalmente se observa el cultivo inicial de Chlorella vulgaris empacado en

el sistema de flujo por gravedad.

3.4 DETERMINACION DE LA TOXICIDAD DE EFLUENTES DEL PIRS
TRATADOS MEDIANTE EL SISTEMA DE FLUJO POR GRAVEDAD A LA
VELOCIDAD DE FLUJO DE 20mL/min.

La determinacion de la toxicidad se realiz6 para los efluentes del PIRS que fueron
tratados mediante el sistema de flujo por gravedad a la velocidad de flujo de 20
mL/min., debido a que dicho tratamiento fue el que reportdé mayor remocion de
Arsénico de los efluentes, para la determinacion de su toxicidad se evalud la
mortalidad de neonatos de Daphnia magna “pulga de agua” asi como la
determinacion de la concentracion letal media CLso (Figura N°19).
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Figura N° 19: Implementacion del cultivo de Daphnia magna “pulga de agua”, para
la evaluacion de la toxicidad de efluentes del PIRS tratados mediante el sistema de
flujo por gravedad a la velocidad de flujo de 20mL/min.

Se observa en la Figura N°19a) cultivo a temperatura constante de 20°C y separacion
de pulgas de agua por diferentes tiempos de edad, b) medio de cultivo por triplicado
de pulgas de agua para las diluciones del efluente del PIRS tratado a 20 mL/min,
para la evaluacion de la toxicidad de Arsénico.

Se muestra en la Tabla N° 5 las diluciones realizadas para los efluentes tratados con
el sistema de flujo por gravedad a 20 mL/min, las cuales presentaron las
concentraciones de Arsénico que se muestran en mg/L, a continuacion se observa el
numero inicial de pulgas de agua por cada unidad de analisis siendo 10 por cada
dilucidn para este bioensayo, se detalla también el nimero y el porcentaje promedio
de pulgas de agua muertas después de 48 hrs. de ser sometidas a las diferentes

concentraciones del efluente tratado
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TABLA N° 5.
EVALUACION DE LA MORTALIDAD DE NEONATOS
DE Daphnia magna “pulga de agua” A 48 hrs. DE SOMETIDOS A EFLUENTE
TRATADO EN UN SISTEMA DE FLUJO POR GRAVEDAD A 20mL/min.

DILUCION CONCENTRACION FRECUENCIA FRECUENCIA MORTALIDAD

DEL DE ARSENICO INICIAL DE (%)
(Efluente) (mg/L) MORTALIDAD
0% 0.00 10 0 0.00
25% 111 10 2 20.00
50% 2.22 10 2 20.00
75% 3.32 10 6 60.00
100% 4.43 10 8 80.00

Tabla N°5 muestra una mayor mortalidad para la concentracion de 4.43 mg/L de
Arsénico con 80%, correspondiente al efluente tratado a la velocidad flujo de 20
mL/min sin dilucion alguna, este porcentaje no seria por efecto de arsénico presente
en los efluentes solamente ya que estos efluentes presentan otros contaminantes
potencialmente biotoxicos generados por las industrias que conforman el PIRS como
se muestra en el Anexo 5 (CONAM, 2012).

Los resultados del ensayo de toxicidad de Arsénico residual de efluentes del PIRS
tratados en el sistema de flujo por gravedad utilizando como bioindicador neonatos
de Daphnia magna “pulga de agua” (Tabla N° 5), estaria validado de acuerdo a la
norma (INN, 1999), que se determiné la concentracion letal que provoca la muerte en
el 50% de los individuos a las 48 hrs. de exposicion (CLso-48h) y el criterio de
aceptabilidad fue la sobrevivencia en los controles mayor a 90%.
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Figura N° 20: Neonatos de Daphnia magna “pulga de agua” a 48 hrs. de sometidos a
efluente tratado en el sistema de flujo por gravedad a 20mL/min.

Se muestra en la Figura N°20a)Daphnia viva a 48 hrs. de sometida a 4.43 mg/L de
efluente tratado en el sistema de flujo por gravedad a 20 mL/minidentificada en
estereoscopio a 50X, b)Daphnia viva (centro) y Daphnia muerta (derecha) después
de 48 hrs. de sometida a 4.43 mg/L de efluente tratado en el sistema de flujo por
gravedad a 20mL/min, observadas en estereoscopio a 25X.

La Figura N° 21muestra la concentracion letal media CLsp = 3.25 mg/L a las 48 hrs.
calculada mediante analisis estadistico de Probit, dicho valor indica que con 3.25
mg/L de efluente tratado en el sistema de flujo por gravedad se obtiene el 50% de
mortalidad de neonatos de Daphnia magna, se muestra también la mortalidad de
neonatos de Daphnia magna por cada concentracion de efluente tratado, asi mismo el
modelo matematico de la distribucion Probit detallado en la figura, permitira realizar
prondsticos para determinar la concentracion para cualquier porcentaje de

mortalidad.
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1001

PROBIT(p) = -3.95+8.73xlog(CONCENTRACION mgiL)

MORTALIDAD (%)
pi
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CONCENTRACION DE ARSENICO (mg/dL)

Figura N° 21: Determinacion de la Concentracion Letal Media clso de neonatos de
Daphnia magna “pulga de agua” a 48 hrs. de sometidos a efluente tratado en un
sistema de flujo por gravedad a 20ml/min.

La CLso (3.25mg/L)determinada mediante un modelo PROBIT se presenta mucho
mayor que la toxicidad aguda determinada en la evaluacion de efecto del arseniato en
algas, Daphnia y pez mosquito, (Jureswicz y Buikema, 1980) en la que CLsp-24h
del Arsénico sobre Daphnia pulex y Daphnia magna fluctta entre 1.0 y 5.2 pug/L, y
también que la reportada en la evaluacion de la toxicidad de mezclas binarias de
cobre, zinc y arsénico sobreDaphnia obtusa (Gaete H. y Chavez C., 2008),enque la
toxicidad del Arsénico fue en forma de As;Os3 resultando una CLsp-24h de 6.1 pg/L.
Estos resultados demostrarian la menor toxicidad de los efluentes del PIRS tratados
mediante el sistema de flujo por gravedad a 20 mL/min, ya que se presenta un 50%
de mortalidad con una mayor concentracion de Arsénico residual, esto se explicaria
por la presencia de Arsénico en formas orgénicas dominantes menos toxicas, como el
acido dimetilarsinico {DMAA, (CH3),AsO(OH)} y el acido monometilarsonico
{MMAA, CH3AsO(OH),} por efecto de la Chlorella vulgaris, donde el Arsénico

estad presente en ambos casos como Arsénico Iy Arsénico V(Torralba, 1996),
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CONCLUSIONES

PRIMERA: Se aislé la microalga Chlorella vulgaris de efluentes residuales hasta la
obtencion de su cultivo puro mediante diluciones sucesivas hasta la dilucion de
1:100, evitando su contaminacion con la aplicacion de 25 pg/mL deampicilinay 35

pug/mL de cloranfenicol.

SEGUNDA: EI crecimiento en el nimero de células de Chlorella vulgaris fue en
incremento, presentdndose un crecimiento promedio maximo de 71333.34
organismos/mL en la cuarta evaluacion con la aplicacion de 6.4 mg/L de Arsénico 111
y un crecimiento promedio hasta los 20 dias de 47796.67 organismos/ml, a diferencia
del grupo control que presenté el menor crecimiento promedio con 34720.00
organismos/mL a los 20 dias de evaluacion, demostrando la resistencia a Arsénico
por parte de la microalga, mediada por una alta capacidad de bioabsorcion del metal

y su transformacion a formas orgdnicas menos toxicas.

TERCERA: Se disefid e implemento6 un sistema de flujo, mediante contenedores con
9.5° de Inclinacién interconectados uno a continuacion de otro y controlado por
reguladores de flujo, el cual fue empacado con 1.5L de cultivo puro de Chlorella
vulgaris por contenedor, donde la biomasa libre de la microalga entr6 en contacto
con el Arsénico presente en los efluentes del PIRS, la circulacion de los efluentes en

el sistema fue solamente por gravedad sin necesidad de una bomba que los impulse.

CUARTA: La capacidad de absorcion de Arsénico por Chlorella vulgaris en
efluentes del PIRS, fue medida por un indicador de biomasa como es la
concentracion de Clorofila A, resultando en una reduccion de 153.85 mg/m? presente
en el cultivo puro de Chlorella vulgaris a 81.52 mg/m®después de sometida a 20
mL/min en el sistema de flujo por gravedad, velocidad de flujo a la que se obtuvo
también la menor concentracion de Arsénico residual de efluentes del PIRS con 4.43
mg/L, representando una remocién del 60.05% Arsénico.

QUINTA: La mayor mortalidad fue reportada para la concentracion de 4.43 mg/L de
Arsénico, correspondiente al efluente tratado a la velocidad de flujo de 20 mL/min en
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el sistema de flujo por gravedad sin dilucién alguna, con 80% de neonatos de
Daphnia magna a 48 hrs. de evaluacion de la toxicidad, mientras que el 50% de
mortalidad (CLso) obtenida mediante el andlisis de PROBIT fue de 3.25 mg/L a las
48 hrs. de evaluacion, el ensayo de toxicidad estaria validado por cumplir el criterio
de aceptabilidad de sobrevivencia en los controles mayor a 90%, presentandose en el
ensayo 100% de sobrevivencia de neonatos de Daphnia magna a 48 hrs. en los

controles.

SEXTA: La remocion de Arsénico por Chlorella vulgarisresultd efectiva,
evidenciada por un mayor crecimiento en presencia de diferentes concentraciones de
Arsénico Il en comparacion con el cultivo puro de Chlorella vulgaris. La capacidad
de remocion Arsénico de efluentes del Parque Industrial de Rio Seco (PIRS),
mediante el sistema de flujo por gravedad fue mayor a la velocidad de flujo de 20
mL/min con una remaocion del 60.05%, mostrando una reduccion leve de biomasa
evidenciada por la disminucion en la concentracion de Clorofila A. Los efluentes
tratados a 20 mL/min en el sistema de flujo por gravedad producen un 50% de
mortalidad de neonatos de Daphnia magna a 48 hrs. con 3.25 mg/L, concentracion
menos téxica en comparacion a las reportadas por presentarse una transformacion de

Arsénico en formas organicas menos toxicas.
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RECOMENDACIONES

. Probar la remocion de Arsénico mediante biomasa de Chlorella vulgaris
inmovilizada en diferentes materiales, empacada en el sistema de flujo por

gravedad.

. Ensayar la remocion de otros metales en el sistema de flujo propuesto,

controlando las velocidades de flujo.

° Realizar la evaluacién de la concentracion de Clorofila A en

espectrofotometria de fluorescencia.

. Determinar la toxicidad mediante otro bioindicador de contaminacion previa

prueba de sensibilidad.
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Cultivo de Chlorella vulgaris bajo condiciones de

temperatura y aireacion constantes

Adicion Arsénico Il en forma de Na,HAsOs,
en el cultivo de Chlorella vulgaris.
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i Bl R

Sistema de flujo por gravedad con cultivo de Chlorella vulgaris

Velocidades del sistema de flujo por gravedad con cultivo de Chlorella vulgaris.
a) velocidad de flujo de 20 mL/min, b) velocidad de flujo de 40 mL/min,

c) velocidad de flujo de 80 mL/min

Evaluacion de clorofila A de Chlorella vulgaris mediante espectrofotometria
de las muestras empacadas en el sistema de flujo por gravedad
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RECUENTOS PROMEDIO DE Chlorella vulgaris EN DIFERENTES
TIEMPOS DE EVALUACION

TRATAMIENTOS Media Desuv. tip.
evaluacionl Cc 27413.3333 | 14633.36826
T1 28026.6667 7605.92050
T2 23813.3333 5582.52512
T3 24026.6667 8148.01735
evaluacion2 C 30933.3333 5614.76150
T1 43466.6667 7749.46364
T2 41173.3333 8953.52147
T3 41866.6667 | 10025.07789
evaluacion3 C 34600.0000 | 12499.65120
T1 46386.6667 | 10649.36931
T2 45813.3333 7510.57565
T3 53960.0000 9829.22988
evaluacion4 C 45933.3333 7456.14020
T1 55933.3333 9612.31432
T2 53680.0000 5833.09180
T3 71333.3333 8797.18743

ANOVA DE MEDIDAS REPETIDAS PARA RECUENTO DE Chlorella vulgaris.

Fuente Suma de cuadrados | gl Media F Significacion
tipo 111 cuadratica

factorl 11889827400.000 | 3 | 3963275800.000 | 100.991 .000

factorl * tratamientos 1713733933.334 | 9 | 190414881.482 4.852 .000

Error(factorl) 2354635466.667 | 60 39243924.444

ANOVA DE PROMEDIOS DEL RECUENTO DE Chlorella vulgaris ALOS 20 DIAS DE CULTIVO

Fuente Suma de cuadrados | gl Media F Significacion
tipo 111 Cuadratica

Interseccion | 167514408600.000 | 1 | 167514408600.000 | 785.586 .000

tratamientos 2142703133.334 | 3 714234377.778 3.350 .040

Error 4264697866.667 | 20 213234893.333
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PRUEBA DE TUKEY PARA EL RECUENTO DE Chlorella vulgaris.

TRATAMIENTOS Subconjunto

C 34720.0000

T2 41120.0000 | 41120.0000
Tl 43453.3333 | 43453.3333
T3 47796.6667
Significacion .196 410

PROMEDIOS Y DESVIACIONES ESTANDAR
DE LAS CONCENTRACIONES DE CLOROFILA A POR
VELOCIDAD DEL SISTEMA DE FLUJO POR GRAVEDAD

Media Desviacion
tipica
CULTIVO DE C. vulgaris 153.8500 6.44394
SISTEMA A 20 mL/min. 81.5200 9.15638
SISTEMA A 40 mL/min. 40.1800 2.07885
SISTEMA A 80 mL/min. 36.7400 4.51866
Total 78.0725 49.53897

ANOVA DE LA CONCENTRACION DE CLOROFILA A DE
LAS VELOCIDADES DE FLUJO DEL SISTEMA POR GRAVEDAD

Suma de Gl Media E Sig.
cuadrados cuadrética
Inter-grupos 26694.996 8898.332 237.125 .000
Intra-grupos 300.207 37.526
Total 26995.203 11

PRUEBA DE TUKEY DE LA CONCENTRACION DE CLOROFILA A DE
LAS VELOCIDADES DE FLUJO DEL SISTEMA POR GRAVEDAD

Subconjunto para alfa = .05
SISTEMA A 80 mL/min. 36.7400
SISTEMA A 40 mL/min. 40.1800
SISTEMA A 20 mL/min. 81.5200
CULTIVO DE C. vulgaris 153.8500
Sig. .899 1.000 1.000
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PROMEDIOS Y DESVIACIONES ESTANDAR
DE LAS CONCENTRACIONES RESIDUALES DE As POR
VELOCIDAD DEL SISTEMA DE FLUJO POR GRAVEDAD

Media Desviacion
tipica
EFLUENTES 11.0900 .96504
20mL/min. 4.4300 1.20503
40mL/min. 8.4600 .97632
80mL/min. 10.3200 1.14713
Total 8.5750 2.84443

ANOVA DE LA CONCENTRACION RESIDUAL DE As DE
LAS VELOCIDADES DE FLUJO DEL SISTEMA POR GRAVEDAD

Suma de Gl Media F Sig.
cuadrados cuadrética
Inter-grupos 79.694 3 26.565 22.839 .000
Intra-grupos 9.305 8 1.163
Total 88.999 11

PRUEBA DE TUKEY DE LA CONCENTRACION RESIDUAL DE As DE
LAS VELOCIDADES DE FLUJO DEL SISTEMA POR GRAVEDAD

Subconjunto para alfa = .05
20mL 4.4300
40mL 8.4600
80mL 10.3200
EFLUENTES 11.0900

ANALISIS DE PROBIT PARA NEONATOS DE Dhapnia magna PARA As

ESTIMACIONES DE LOS PARAMETROS MODELO PROBIT

Parametro | Estimacion | Error tipico Z Sig.
PROBIT(a) DOSIS 8.732 3.634 | 2.023 | .043
Interseccion -3.951 2.116 | -1.871 | .061

Modelo PROBIT: PROBIT(p) = Interseccion + BX (Las covariables X se transforman utilizando el logaritmo en
base 10.000.)
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ESTIMACION Y LIMITES DE CONFIANZA DE LA CLy

Limites de confianza al 95% para
Limites de confianza al 95% para DOSIS log(DOSIS)(a
Limite Limite Limite Limite
Probabilidad | Estimacion | inferior superior Estimacion inferior superior
PROBIT .010 1.668 .000 2.567 222 -10.790 409
.020 1.816 .000 2.691 259 -9.593 430
.030 1.918 .000 2.775 283 -8.833 443
.040 1.997 .000 2.840 300 -8.262 453
.050 2.065 .000 2.895 315 -7.798 462
.060 2.124 .000 2.944 327 -7.403 469
.070 2.177 .000 2.988 338 -7.056 AT5
.080 2.226 .000 3.028 347 -6.746 481
.090 2.271 .000 3.065 .356 -6.464 486
.100 2.314 .000 3.101 364 -6.205 491
150 2.498 .000 3.258 398 -5.131 513
.200 2.656 .000 3.400 424 -4.279 532
.250 2.798 .000 3.541 447 -3.550 549
.300 2.933 .001 3.689 467 -2.898 567
.350 3.064 .005 3.860 486 -2.296 587
400 3.093 019 4.072 490 -1.730 610
450 3.123 .065 4.370 494 -1.190 640
-500 (CLso) 3.251 211 4.871 512 -.676 688
550 3.596 627 5.972 556 -.203 776
.600 3.742 1.475 9.438 573 .169 975
.650 3.900 2.363 22.904 591 373 1.360
.700 4.074 2.928 77.280 610 467 1.888
.750 4.270 3.289 322.187 .630 517 2.508
.800 4.500 3.561 1660.655 653 552 3.220
850 4783 3.802 11536.532 680 580 4.062
.900 5.165 4.055 134611.773 713 608 5.129
.910 5.261 4.112 244077.727 721 614 5.388
920 5.369 4.172 466139.191 730 .620 5.669
.930 5.489 4.238 949952.407 739 627 5.978
.940 5.626 4.309 2104983.290 750 634 6.323
.950 5.787 4.390 5219120.024 762 642 6.718
.960 5.983 4484 |  15176996.934 77 652 7.181
.970 6.231 4599 | 56421074.223 795 663 7.751
.980 6.578 4751 | 323546535.857 818 677 8.510
.990 7.165 4.993 | 5083450118.849 .855 .698 9.706
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ANEXO 3-A: ANALISIS DE LABORATORIO PARA EFLUENTES DEL PIRS

FM LABDRATODRIDS de ENSAYDS

ICMA-PERU s.a.c
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| Dulors. sl Bedicitards

R Bl : GRAGE RORAR LA TOARE
eracsaid Lirs Laurmies 08 Jasd Luis Mondemands ¢ Rissio
B, Do ded Bgrin
W g Bodpiad il Setamie O - - Rk L
P o Lnprsss - Sebermbee-3013
Satee Nolcriasn ARSLISIE FIRRRD G
Al kanites det Prodedtn z AGUA OE ErLUCNTE

. Ddibich g la Mipeniitre

Prainlisids Mzisky g viion
Trd de Saierma U Profaiga
V. Aapecica Técaikcon Sol Woneires
B R o & Bokolanis
Facha de Mussimea [ 20 B i s
Dt da in Womains P Figiiy 8 Efsirita | Pargus indesisel Fo Seco)
T o b Wit T L {0 FT sy de 250 mL
bnerehcanai i G bhabna paa
Fraorsa @9 Lebarpinns o LR
W1 Fatha &9 ey . 28082412

ML ROSUL TADDS

DETALLE DoE LA MUESTRA

- E‘!Id LE R FROCRICTO | Hars 'HunLr-a-
"X | J{ru.lrllEnﬂiFl;%'\]_mlﬁnhﬂf&.M 1200

ARGLIBIS FISIC0 GUMICO =

EEGLRITON | WALEH G rabo
i P HEniinEds | el
Bormiimry g I EMsOT ﬂl_-gu::r.l.-l = i Faf M eyl

pfegapd, [ deiCchubes Sl 2003

W PR T T B T et
o . . FE o T .l e SR 1

—— s i = &
W s s 'I—rl—!Il'l-r-l-'-l'I.lJ'l—ll- i P L ——
e — ——
R i Bt o s st et a b
U M-l:l-'-u 1 B vy 1] oy | "I'H'H-"l'H.' et s aseean [ ==

' f E-mal ; kmaissm [ TRTEE

00007 188S { eTaas

Tl lssor (Ti54] 2E0ET

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM e DE SANTA MARIA

ANEXO 3-B: ANALISIS DE LABORATORIO PARA EFLUENTES DEL PIRS TARTADOS A
20mL/min. EN EL SISTEMA DE FLUJO POR GRAVEDAD

F' I LARDRATORIOS de ENSAYDS

OMA-PERL La.c.

INFORME DE ENSAYO FISICO QUIMICO N®02-057213
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ANEXO 3-C: ANALISIS DE LABORATORIO PARA EFLUENTES DEL PIRS TARTADOS A
40mL/min. EN EL SISTEMA DE FLUJO POR GRAVEDAD
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ANEXO 3-D: ANALISIS DE LABORATORIO PARA EFLUENTES DEL PIRS TARTADOS A
80mL/min. EN EL SISTEMA DE FLUJO POR GRAVEDAD

e

HCMA-PERU S.a.c

LABUORATORIOS de ENSAYDS
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ANEXO 3-E: CONSTANCIA DE IDENTIFICACION DE Chlorella vulgaris
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PRIMERA EVALUACION DEL RECUENTO DE Chlorella vulgaris DESPUES DE LA APLICACION
DE CONCENTRACIONES DE ARSENICO IlI.

TRATAMIENTOS FECHA DE FECHA DE SUMATORIA | RECUENTO
CULTIVO EVALUACION DE 4 TOTAL

CAMPOS (sumatoria 4

campos x160)
C 05/06/2013 10/06/2013 95 15200
T1 05/06/2013 10/06/2013 145 23200
T2 05/06/2013 10/06/2013 98 15680
T1 05/06/2013 10/06/2013 121 19360
C 05/06/2013 10/06/2013 110 17600
T3 05/06/2013 10/06/2013 136 21760
T1 05/06/2013 10/06/2013 215 34400
T2 05/06/2013 10/06/2013 170 27200
T3 05/06/2013 10/06/2013 130 20800
C 05/06/2013 10/06/2013 110 17600
T3 05/06/2013 10/06/2013 130 20800
T1 05/06/2013 10/06/2013 192 30720
T3 05/06/2013 10/06/2013 241 38560
C 05/06/2013 10/06/2013 282 45120
T2 05/06/2013 10/06/2013 121 19360
T2 05/06/2013 10/06/2013 148 23680
C 05/06/2013 10/06/2013 294 47040
T1 05/06/2013 10/06/2013 138 22080
T2 05/06/2013 10/06/2013 161 25760
C 05/06/2013 10/06/2013 137 21920
T1 05/06/2013 10/06/2013 240 38400
T3 05/06/2013 10/06/2013 171 27360
T2 05/06/2013 10/06/2013 195 31200
T3 05/06/2013 10/06/2013 93 14880
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SEGUNDA EVALUACION DEL RECUENTO DE Chlorella vulgaris DESPUES DE LA APLICACION
DE CONCENTRACIONES DE ARSENICO IlI.

TRATAMIENTOS FECHA DE FECHA DE SUMATORIA RECUENTO
CULTIVO EVALUACION | DE 4 CAMPOS TOTAL

(sumatoria 4

campos x160)
C 05/06/2013 15/06/2013 184 29440
T1 05/06/2013 15/06/2013 350 56000
T2 05/06/2013 15/06/2013 253 40480
T1 05/06/2013 15/06/2013 246 39360
C 05/06/2013 15/06/2013 191 30560
T3 05/06/2013 15/06/2013 220 35200
T1 05/06/2013 15/06/2013 230 36800
T2 05/06/2013 15/06/2013 262 41920
T3 05/06/2013 15/06/2013 294 47040
C 05/06/2013 15/06/2013 130 20800
T3 05/06/2013 15/06/2013 275 44000
T1 05/06/2013 15/06/2013 310 49600
T3 05/06/2013 15/06/2013 364 58240
C 05/06/2013 15/06/2013 215 34400
T2 05/06/2013 15/06/2013 254 40640
T2 05/06/2013 15/06/2013 319 51040
C 05/06/2013 15/06/2013 229 36640
T1 05/06/2013 15/06/2013 231 36960
T2 05/06/2013 15/06/2013 157 25120
C 05/06/2013 15/06/2013 211 33760
Tl 05/06/2013 15/06/2013 263 42080
T3 05/06/2013 15/06/2013 192 30720
T2 05/06/2013 15/06/2013 299 47840
T3 05/06/2013 15/06/2013 225 36000
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TERCERA EVALUACION DEL RECUENTO DE Chlorella vulgaris DESPUES DE LA APLICACION
DE CONCENTRACIONES DE ARSENICO I1I.

TRATAMIENTOS FECHA DE FECHA DE SUMATORIA RECUENTO
CULTIVO EVALUACION | DE 4 CAMPOS TOTAL

(sumatoria 4

campos x160)
C 05/06/2013 20/06/2013 155 24800
T1 05/06/2013 20/06/2013 377 60320
T2 05/06/2013 20/06/2013 270 43200
T1 05/06/2013 20/06/2013 315 50400
C 05/06/2013 20/06/2013 229 36640
T3 05/06/2013 20/06/2013 285 45520
T1 05/06/2013 20/06/2013 228 36400
T2 05/06/2013 20/06/2013 257 41120
T3 05/06/2013 20/06/2013 352 56320
C 05/06/2013 20/06/2013 178 28480
T3 05/06/2013 20/06/2013 380 60800
T1 05/06/2013 20/06/2013 345 55200
T3 05/06/2013 20/06/2013 429 68640
C 05/06/2013 20/06/2013 226 36080
T2 05/06/2013 20/06/2013 336 53760
T2 05/06/2013 20/06/2013 337 53920
C 05/06/2013 20/06/2013 360 57600
T1 05/06/2013 20/06/2013 210 33600
T2 05/06/2013 20/06/2013 218 34880
C 05/06/2013 20/06/2013 150 24000
T1 05/06/2013 20/06/2013 265 42400
T3 05/06/2013 20/06/2013 267 42720
T2 05/06/2013 20/06/2013 300 48000
T3 05/06/2013 20/06/2013 311 49760
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CUARTA EVALUACION DEL RECUENTO DE Chlorella vulgaris DESPUES DE LA APLICACION DE
CONCENTRACIONES DE ARSENICO III.

TRATAMIENTOS FECHA DE FECHA DE SUMATORIA RECUENTO
CULTIVO EVALUACION | DE 4 CAMPOS TOTAL

(sumatoria 4

campos x160)
C 05/06/2013 25/06/2013 225 36000
T1 05/06/2013 25/06/2013 432 69120
T2 05/06/2013 25/06/2013 343 54880
T1 05/06/2013 25/06/2013 323 51600
C 05/06/2013 25/06/2013 260 41600
T3 05/06/2013 25/06/2013 476 76160
T1 05/06/2013 25/06/2013 265 42400
T2 05/06/2013 25/06/2013 372 59520
T3 05/06/2013 25/06/2013 400 64000
C 05/06/2013 25/06/2013 288 46080
T3 05/06/2013 25/06/2013 459 73440
T1 05/06/2013 25/06/2013 403 64480
T3 05/06/2013 25/06/2013 530 84800
C 05/06/2013 25/06/2013 320 51200
T2 05/06/2013 25/06/2013 340 54400
T2 05/06/2013 25/06/2013 350 56000
C 05/06/2013 25/06/2013 358 57200
T1 05/06/2013 25/06/2013 348 55680
T2 05/06/2013 25/06/2013 265 42400
C 05/06/2013 25/06/2013 272 43520
Tl 05/06/2013 25/06/2013 327 52320
T3 05/06/2013 25/06/2013 378 60400
T2 05/06/2013 25/06/2013 343 54880
T3 05/06/2013 25/06/2013 433 69200
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VALORES DE LA CONCENTRACION DE CLOROFILA APOR MUESTRA

REPETICONES | CULTIVODE | SISTEMA A20 | SISTEMA A 40 | SISTEMA A 80
C. vulgaris mL/min. mL/min. mL/min.
1 147.54 73.2 39.02 33.35
2 153.59 80.03 38.94 35
3 160.42 91.33 42.58 41.87

VALORES DE LA CONCENTRACION DE ARSENICO RESIDUAL POR MUESTRA

REPETICONES EFLUENTES | SISTEMA A 20 | SISTEMA A 40 | SISTEMA A 80
mL/min. mL/min. mL/min.
1 11.73 3.79 9.28 11.62
2 9.98 5.82 8.72 9.89
3 11.56 3.68 7.38 9.45
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ANEXO 5
REPORTE DEL PIRS
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INFORME DE EFLUENTES DEL PIRS
FUENTE: INFORME DEL PLAN DE ADECUACION AMBIENTAL PIRS AREQUIPA. SECRETARIA
EJECUTIVA REGIONAL DEL AMBIENTE AREQUIPA-MOQUEGUA-TACNA CONAM 2012

Muestra Ribera Curtido Acabado |Efluente Final
pH 12,65 3,62 4,77 10,68
Temp.°C 19,8 27,2 31,0 20,90
N amoniacalm g/l 72,4 1062,4 106,4 147,1
Aceites y grasas mg/l 2384 26,3 0,2 8.6
DQO mg/l 27 950 8975 15 638 3788
DBO mg/1 9625 4 560 7 825 2250
Sélidos suspendidos 14 530 877 823 1473
mg/l

Sulfuros mg/l 2315 2773,5
Cr203 mgl 5726 228 55,7
Cr+6 mg/l -0,1 -0,1 -0,1
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ANEXO 6
PLANOS DEL SISTEMA DE
FLUJO POR GRAVEDAD
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DCR DEL SISTEMA DE FLUJO POR GRAVEDAD FRONTAL
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DCR SISTEMA DE FLUJO POR GRAVEDAD

BACH. KATHERIN GALVAN JIMENEZ ESCALA -

| BAGH. GRACE ROZAS LATORRE "
Nombre Modificacién PLANO N°

Dibujo FRONTAL 01
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DCR DEL SISTEMA DE FLUJO POR GRAVEDAD LATERAL IZQUIERDA
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DCR SIETEMA DE FLUJO POR GRAVEDAD

BACH. KATHERIN GALVAN JIMENEZ ESCALA
BACH. GRACE ROZAS LATORRE 1/25000

Mombre Modificacidn PLANO N*

Dibujo LATERAL IZQUIERDA 02




DCR DEL SISTEMA DE FLUJO POR GRAVEDAD VISTA EN PLANTA
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DCA SISTEMA DE FLUJD POR GRAVEDAD

BACH. KATHERIN GALVAN JIMENEZ ESCALA

BACH. GRACE ROZAS LATORRE 1/25000
Nombre [ Modificacion PLANO N*
Dibujo VISTA EN PLANTA
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