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RESUMEN

Las industrias que usan colorantes a nivel mundial generan problemas ambientales y sociales,
que obstaculizan el desarrollo sostenible, el azul de metileno (AM) y rojo congo (RC) son dos
colorantes ampliamente utilizados en la industria textil, farmacéutica y otras, la presente tesis
investigo, en un primera etapa, la biodecoloracion de AM y RC, utilizando biomasa viable de
C. vulgaris, en la que se pudo demostrar que la microalga tiene mejores capacidades para
remover RC en comparacion con AM. Se optimizo el proceso de biorremocion de RC,
utilizando temperatura ambiente de laboratorio (21 + 2), agitacion neumatica y la més alta
concentracion de RC, alcanzado un 91 % de remocion. Por otro lado, se evalud y optimizo el
proceso de bioadsorcion de AM y RC utilizando un bio-adsorbente de bajo costo a base de
biomasa microalgal, donde se logro altos porcentajes de remocidon (87 %) para RC. Los nuevos
procesos de remocion de tintes o colorantes deben ser considerados debido a su alta eficiencia

y bajo costo.

Palabras clave: azul de metileno, bioadsorcion, Chlorella vulgaris, decoloracién y rojo congo
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ABSTRACT

Industries that use dyes worldwide generate environmental and social problems, which hinder
sustainable development, methylene blue (AM) and Congo red (RC) are two dyes widely used
in the textile, pharmaceutical and other industries, this thesis investigated, in a first stage, the
biodecoloration of AM and RC, using viable biomass of C. vulgaris, in which it was possible
to demonstrate that the microalgae has better abilities to remove RC compared to AM. The RC
bioremoval process was optimized, using laboratory room temperature (21 £ 2), pneumatic
agitation and the highest RC concentration, achieving 91% removal. On the other hand, the
bioadsorption process of AM and RC was evaluated and optimized using a low-cost bio-
adsorbent based on microalgal biomass, where high removal percentages (87%) were achieved
for RC. New dye or colorant removal processes should be considered due to their high

efficiency and low cost.

Keywords: Methylene blue, bioadsorption, Chlorella vulgaris, decolorization and Congo red
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INTRODUCCION

Durante el dltimo siglo, el tremendo crecimiento de la industria de produccion textil ha
provocado una grave contaminacion del agua que posteriormente ejerce un impacto perjudicial
en el ecosistema acudtico (Salierno et al., 2021). La contaminacién del agua originada por la
industria textil se atribuye principalmente los tintes de las aguas residuales vertidas a los
alrededores. Dado que el tinte es el elemento esencial e indispensable en la produccion de
textiles, suele aparecer como uno de los componentes principales en las aguas residuales
vertidas por la industria textil y es extremadamente perjudicial para el medio ambiente (Oke &
Mohan, 2022). De hecho, el Banco Mundial mencion6é que alrededor del 17-20% de los
problemas de contaminacion del agua industrial se originan en el proceso de tefiido y
tratamiento de acabado de los textiles (Hamous et al., 2021). Aparte de eso, la descarga
antropogénica de colorantes organicos también ha reducido considerablemente la calidad del

agua dulce, que es crucial para preservar la biodiversidad del ecosistema.

En este sentido, las aguas residuales coloreadas deben tratarse de manera que la concentracion
de tinte se reduzca a un nivel aceptable antes de descargarse al entorno, para evitar que las aguas
residuales coloreadas dafien el medio ambiente y al mismo tiempo cumplir con las leyes de
proteccion ambiental (Husien et al., 2022). En general, existen muchas tecnologias de
tratamiento de agua que han sido propuestas e investigadas por investigadores de todo el mundo
para tratar las aguas residuales que contienen colorantes, que generalmente se pueden clasificar

en tres grupos principales: método fisico, método quimico y método bioldgico.

La eliminacién de tinte mediante carbon activado, filtracion por membrana y coagulacion
electrocinética se clasifican como métodos fisicos. El carbon activado puede eliminar una
amplia variedad de colorantes y logra una capacidad de eliminacién de azul de metileno de
hasta 958,9 mg/g (Baysal et al., 2018). Desafortunadamente, la produccion de carbon activado
en si es costosa y consume mucha energia (Khan et al., 2022).

El método de filtracion por membrana puede eliminar todo tipo de colorantes y logrd una
eliminacién de hasta el 95 % de tintes en agua residual textil real, pero genera problemas de
incrustaciones (Fouling) (Flores Alarcon et al., 2022). Por ultimo, pero no menos importante,
la eliminacion del tinte también se puede realizar mediante técnicas biolégicas como la
decoloracidn del tinte por bacterias y hongos de pudricién blanca, asi como la adsorcion por
biomasa de microalgas vivas 0 muertas. La eliminacion del tinte mediante el uso de bacterias

es bastante eficiente, por lo que se puede lograr una eliminacién del 90% con 100 mg/L de tinte
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rojo Congo después de 3 dias. Este metodo es mas rentable, pero requiere unas condiciones de
crecimiento adecuadas para el cultivo de bacterias (Abo-State et al., 2017). La ventaja de los
hongos de pudricion blanca es que utilizan enzimas para degradar el tinte y pueden lograr hasta
un 99,99% de eliminacién de 600 mg/L de tinte rojo Congo después de 2 dias (Abo-State et al.,
2017). Una revision de la literatura revela que se han descrito extensos estudios con respecto a
la adsorcion de RC utilizando bioadsorbentes de origen vegetal (Manzoor et al., 2022).

Las microalgas han sido conocidas como una de las fuentes de biomasa renovables
prometedoras debido a la amplia abundancia con cultivo simple, alta productividad de la
biomasa y ventajas en la fijacion de carbono para la mitigacion de gases de efecto invernadero(J.
Q. Xiong et al., 2023; Zahra et al., 2023), una mayor utilizacion de la biomasa de microalgas y
biocarbdn residual, connota un el enfoque de biorrefineria de microalgas para aplicaciones de
valor agregado como adsorbentes (Chin et al., 2020).

Entorno a la problematica y a las alternativas sostenibles disponibles, el objetivo general del
presente estudio fue evaluar la decoloracion del azul de metileno y rojo Congo utilizando

biomasa viable e inactiva de Chlorella vulgaris.
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CAPITULO I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1. Problemética de la investigacion.

El mundo viene enfrentando problemas muy graves relacionados a la contaminacion del
ambiente por actividades industriales (Long et al., 2021). actualmente, se producen alrededor
de diez mil tintes diferentes, junto con el sector de la confeccion que utiliza aproximadamente
8 x 10° toneladas de tintes sintéticos al afio (Bekhit et al., 2022). Los procesos de tefiido y
acabados de textiles, segun estimaciones del Banco Mundial, representan entre el 17 y el 20 %
de la contaminacion por aguas residuales industriales (Tomar et al., 2023). Los colorantes, en
su mayoria compuestos organicos, son sustancias colorantes utilizadas por diversas industrias
de produccion como la textil, del cuero, alimentaria, papelera, farmacéutica, cosmética, etc.,
como agente decorativo o estético, o con fines artisticos (Kumar & Bharadvaja, 2020). La
coloracion de un sustrato se facilita debido a la presencia de varios grupos cromoforos y
auxocromos. Los grupos cromdforos (azo, antraquinona, carbonilo, indigo, xanteno,
arilmetano, derivados de ftalocianina, nitro, etc.) son los responsables de la coloracion, mientras
que los grupos auxocromos (amina, carboxilo, sulfonato, hidroxilo, etc.) se utilizan para unir

estos grupos cromoforos en la superficie del sustrato (Holkar et al., 2016).

Los impactos ecoldgicos se atribuyen a ciertas propiedades de los tintes que incluyen (Lekhak,
2023) i. persistencia, ii. naturaleza xenobi6tica, iii. acumulacién en sedimentos, iv.
bioacumulacion en peces y otra flora y fauna acuatica, v. descomposicion en formas altamente
toxicas, cancerigenas y mutagénicas, vi. obstinacion por la degradacion, vii. degradacion menos
oxidativa y mas anaerobica que conduce a la produccion de peligrosas aminas secundarias y
aromaticas, viii. accion sinérgica de tintes y otros contaminantes deseables de la industria de
teflido y estampado y ix. debido a las impurezas de los tintes disponibles comercialmente
(Lekhak, 2023).

Los tintes/efluentes que contienen tintes no solo afectan las cualidades estéticas del medio
ambiente, sino que también muestran la bioacumulacién y la biomagnificacion en las formas
vivas. Los dafios directos incluyen, i. Menos penetracion de la luz solar, ii. Agotamiento del
oxigeno disuelto, iii. Contaminacion de las aguas subterraneas y iv. Cuestiones estéticas (H. M.
Ali et al., 2016).

La industria textil en el Perl y en especifico en Arequipa solo en su proceso genera aguas
residuales coloreadas que contienen alto contenido de materia orgénica y sales inorganicas, asi
como elevada DBOs (demanda bioquimica de oxigeno), DQO (demanda gquimica de oxigeno),
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grasas, sulfuros, y otros que dafian el sistema de alcantarillado, canales de regadio, generando
riesgo potencial a la salud de las personas si se vierten sin tratamiento alguno (Guillén Zevallos
et al., 2020).

En la ciudad de Arequipa la mayoria de las empresas de la industria textil no realizan el
tratamiento adecuado a sus efluentes (Guillen Zevallos et al., 2020). Las aguas residuales
textiles tienen una composicion compleja que requiere el desarrollo de nuevos métodos
eficientes para eliminar sus contaminantes. Esto representa un desafio actual en este campo. La
relevancia de este tema se refleja en el nimero de publicaciones en la base de datos SCOPUS,
que han aumentado en un 69% en 2023, al buscar los términos " dye AND removal AND
industry”. Algunos métodos reportados corresponden a adsorcion, intercambio idnico,
fotocatélisis de oxidacion quimica, degradacion microbioldgica y filtracién por membrana
(Flores Alarcon et al., 2022). La pregunta de investigacion para este estudio seria: ¢Se puede
remover eficientemente colorantes azoicos como azul de metileno y rojo congo utilizando la

microalga C. vulgaris viable e inactiva?

1.2. Justificacion.

Ambiental: La descomunal contaminacion ocasionada por la industria textil, nos enfrenta a
problematicas cada vez méas complejas para resolver, por lo tanto es necesario explorar procesos
bioldgicos y de adsorcion para remover o descontaminar tintes y aguas residuales generadas
por este tipo de industria (Flores Alarcon et al., 2022), por otro lado los ODS 2030,
especificamente en el ODS 6 nos indica que debemos tomar acciones para el aseguramiento del
agua limpia para toda la poblacion (ONU, 2022). Este trabajo al proponer un posible tratamiento
bioldgico es una alternativa muy sostenible y que podria mejorar las condiciones de los
ecosistemas, para que de esta forma no se pierdan los servicios ecosistémicos que brinda a la

humanidad.

Social: La contaminacion que genera la industria textil, ocasiona efectos directos en las
comunidades, entre estos efectos tenemos malas condiciones de vida, reduccion de los recursos
naturales y enfrentamientos con las industrias responsables (Pattnaik & Dangayach, 2019), una
industria textil responsable y un correcto tratamiento de las aguas residuales textiles reduciria
significativamente estos efectos negativos en la sociedad. Asimismo, el ODS 12 nos insta a una
producciéon y consumo responsables y el ODS 10 nos indica que debemos reducir las
desigualdades sociales (ONU, 2022).

Econdmica: La repercusién econdmica de la contaminacion por la industria textil se refiere a
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los efectos negativos en los usuarios del recurso hidrico para la produccion agricola, ganadera,
artesania, recreacion e incluso la misma industria, un agua contaminada con colorantes y otros
compuestos, es de minima calidad y requiere de inversion econémica para su tratamiento
(Hernéndez-Sancho et al., 2015). Un tratamiento biolégico o basado en adsorcion resulta
economico y eficiente para varios tipos de aguas residuales textiles de esta forma contribuimos
a un mejor desarrollo econémico de la zona (Asiandu & Wahyudi, 2021).

Tecnoldgica: La industria textil en el Pert y en general en los paises en vias de desarrollo
actualmente carece de tecnologia eficaz y econdémica para el tratamiento de sus residuos o
efluentes (Nieto et al., 2021; Pacheco et al., 2022), el desarrollo de tecnologia eficaz basada en
el aprovechamiento de microalgas y sus derivados como adsorbentes podria brindar una

solucidn tecnoldgica para la industria (Khan et al., 2022; Premaratne et al., 2021).

1.3. Objetivo general.

Evaluar la decoloracion del azul de metileno y rojo Congo utilizando biomasa viable e inactiva
de Chlorella vulgaris

1.4. Objetivos especificos.

e Determinar los parametros normales de crecimiento microalgal de Chlorella
vulgaris utilizando medio Bold’s Basal Medium (BBM).

e Evaluar el efecto de diferentes concentraciones de azul de metileno y rojo Congo
sobre la velocidad de crecimiento, tiempo de duplicacién y productividad de
biomasa de Chlorella vulgaris.

e Optimizar la decoloracion de azul de metileno y rojo congo a través de la microalga

Chlorella vulgaris variando tipo de agitacion y temperatura.

e Evaluar la remocidn de azul de metileno y rojo Congo utilizando biomasa inactiva
de Chlorella vulgaris.

1.5. Hipdtesis.

Se sabe que Chlorella sp. es una microalga con alta capacidad para la remocion de colorantes
de uso industrial, asimismo la biomasa microalgal al tener gran cantidad de carbono puede ser
un interesante medio poroso para la remocion de colorantes, por tal es que se puede remover
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azul de metileno y rojo Congo de soluciones acuosas utilizando microalgas viables y biomasa

inactiva.

1.6. Variables

Tabla 1. Cuadro de operacionalizacion de variables.

Etapa/Objetivo

Tipo de Variable

Variable

Indicador/Unidad

Concentracion

Independientes de colorante mg/L
Evaluar el efecto de
diferentes concentraciones ]
de azul de metileno y rojo Velocidad de -
Congo sobre la velocidad de crecimiento Dia
crecimiento, tiempo de especifica (1)
duplicacion y productividad
de biomasa de Chlorella Dependientes Tiempo de Dia
vulgaris. duplicacion
Productividad mg de
de biomasa biomasa/mL . dia
o B Independientes RSTOC'O? a %
Optimizar la decoloracion OIS
de azul de metileno y rojo
congo a través de la Tipo de Agitacion orbital
microalga Chlorella agitacion L
vulgaris. . Agitacion
Dependientes neumatica
Temperatura °C
DROBRHTEA o8 Remocion de % de remocion de
P colorante colorante
Dosis de
Evaluar la remocion de adsorbente mg
azul de metileno y rojo
congo utilizando biomasa
inactiva de Chlorella . .
vulgaris Independientes Concentracion
de colorante mg/L
RPM

Velocidad de
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CAPITULO Il: FUNDAMENTO TEORICO

2.1. Antecedentes de la investigacion.

El uso de biomasa de microalgas para la remocidn de colorantes y otros contaminantes ha sido
ampliamente estudiado por autores de todo el mundo, Herndndez-Zamora et al. (2015)
analizaron la capacidad de la biomasa activa e inactiva de la microalga Chlorella vulgaris para
eliminar el colorante Congo Red (CR) de soluciones acuosas. Mediante procesos de biosorcion
y biodegradacion, Chlorella vulgaris fue capaz de remover 83 y 58 % del colorante en
concentraciones de 5y 25 mg L™, respectivamente. Asimismo, muchas variables han sido
estudiadas, por ejemplo, la temperatura, Noor S. & Jasim M. (2019) , a través de experimentos
demostraron el efecto de la variacion de la temperatura en la eficacia de Chlorella vulgaris en
la eliminacién de los colorantes sintéticos cancerosos como el rojo Congo en solucién acuosa.
Los resultados mostraron que la mejor temperatura para la decoloracién por Chlorella vulgaris
fue (35°C) por un periodo de (9 dias) y concentracion (50) ppm con la remocion completa
(100%), la capacidad de Chlorella vulgaris para sobrevivir y crecer en presencia de altas
concentraciones del colorante rojo congo, muestra que esta cepa puede tener potencial para ser

utilizada en la biorremediacién de ambientes contaminados con colorantes.

Se sabe que las aguas residuales contienen grandes cantidades de nutrientes como nitrogeno
y fosforo, si estas aguas llegan a cuerpos de agua natural pueden ocasionar eutrofizacion (Ngatia
etal., 2019), las microalgas han demostrado ser una buena opcion para esta problemética, Fazal
et al., 2021, encontraron que la biodegradacion de colorantes con Chlorella vulgaris alcanzé
hasta un 99,7 % de remocion del azul de metileno, eliminando simultdneamente >80 % de
nitrégeno y fosforo. El tratamiento de aguas residuales dirigido por microalgas es un enfoque
de biorrefineria prometedor para promover la sostenibilidad ambiental y econémica. Sin
embargo, las aguas residuales textiles reales pueden tener componentes que generen toxicidad
0 reduzca la eficiencia de las microalgas, Majhi et al. (2021), estudiaron el potencial
comportamiento de adsorcion de las células de algas (Chlorella pyrenoidosa) para la
decoloracidn de las aguas residuales de la industria de tintes, se notd entre un 52% y un 87%
de decoloracion con microalgas y concentraciones a temperatura ambiente. Sin embargo, la
decoloracién méaxima (98 %) se obtuvo a 50 °C con la forma inmovilizada de células de algas.

La microalga Chlorella vulgaris ha demostrado tener un alto potencial para la remocién de
colorantes de la industria textil, Mojtaba et al. (2022), determinaron la capacidad de

biorremediacion de colorantes azoicos en caracteristicas simuladas de aguas residuales textiles
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de la microalga Chlorella wvulgaris. Las microalgas fueron expuestas a diferentes
concentraciones del colorante azoico (30, 70 y 130 ppm) y un pH inicial de 9. EI mayor
porcentaje de remocion fue del 91,7% y este se obtuvo con una concentracion de 70 ppm y un
pH inicial de 9, mientras que el menor porcentaje de remocion fue del 51,5% con una
concentracion de 130 ppm de la Erionyl Turquoise y un pH inicial de 9. Las microalgas tienen
la capacidad de decolorar aguas contaminadas con colorantes azoico debido a la actividad azo

reductasa que poseen (Hernandez-Zamora et al., 2015).

El rojo Congo y el azul de metileno son colorantes azoicos muy comunes y utilizados para
muchos fines, el uso de microalgas y otros organismos para la remocion de rojo Congo ha sido
demostrado por Moreno & Herrera (2022), que emplearon dos especies de microorganismos,
algas (Chlorella vulgaris) y bacterias (Bacillus subtilis), en la remocién de colorantes
industriales tdxicos (rojo Congo) y tratar el efecto de la variacion del pH sobre la actividad de
estos organismos para remediar y reducir de colorante in vitro. Los resultados mostraron que el
mejor pH para la remocion de Chlorella vulgaris fue (7) durante un periodo de (13 dias) a una
concentracion (150) mg/l y con la eliminacion completa (75 %) y Bacillus subtilis mejor pH
(7) eliminaciéon completa (98 %) a una concentracion (50) mg/L. La eficiencia de Chlorella
vulgaris y Bacillus subtilis en la remocién de contaminantes aumenté con el alto valor de
muchos factores ambientales como el pH. Chin et al. (2020), utilizaron Chlorella vulgaris para
remover dos colorantes sintéticos (es decir, azul de metileno con carga positiva y naranja acido
7 con carga negativa) del agua. Los resultados mostraron que C. vulgaris es capaz de eliminar
el azul de metileno por adsorcion superficial a través de la interaccion electrostatica. Sin
embargo, se logro una remocién pobre o incluso nula para el naranja acido 7. Aparentemente,
la adsorcion del colorante en C. vulgaris esta orientada por el efecto de la carga superficial. En
el caso del azul de metileno, la mayor eficiencia de eliminacion se alcanzé a una concentracion
inicial de colorante de 100 mg/L, por lo que se registro un 83,04 £ 2,94 % de eliminacion
después de 3 dias de adsorcion. Dando mayor valor al uso de C. vulgaris biolégicamente activa
para la remocién es el uso de sus productos, recientemente Abdelghaffara et al. (2021),
revelaron que C. vulgaris contiene 12,0 % de contenido de aceite y 55,4% de acidos grasos
saturados que aumentan su potencialidad para la produccién de biodiesel. La capacidad maxima
de adsorcion fue de 21 mg/g a la concentracion inicial de colorante de 50 mg/I.
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Anteriormente se han descrito varios estudios previos que dan viabilidad al uso de C. vulgaris
para la remocion de colorantes azoicos como azul de metileno y rojo congo, sin embargo, el
uso de la biomasa inactiva de microalgas también ha sido estudiada, Lebron et al. (2019),
evaluaron la biomasa de tres especies de macro y microalgas, Fucus vesiculosus, Spirulina
maxima y Chlorella pyrenoidosa, para adsorber el azul de metileno de las soluciones acuosas,
los mejores resultados en términos de capacidad maxima de biosorcion después de la
modificacion quimica se obtuvieron para las muestras de F. vesiculosus modificadas con HzPO4
(1162,9 mg.gl) y C. pyrenoidosa modificada con ZnCl; (212,0 mg.g™), consiguiendo un
aumento del 39,9% y 85,9%, respectivamente. Para el alga verde S. maxima se observé una
reduccion de 40.6% y 22.2% luego del proceso de activacion con H 3 PO 4y ZnCly, el equilibrio
se logrd después de 40 min de muestra de F. vesiculosus modificada con H3PO, . Para C.
pyrenoidosa y S. maxima modificadas con ZnCl el equilibrio se logré después de 15 y 30 min,
en general, las muestras modificadas presentaron un desempefio superior, por lo que se las
considera una alternativa eficiente a las formas de tratamiento convencionales. También es
posible usar la biomasa sin ningun tipo de modificacion para procesos de adsorcién, por
ejemplo, S. Kumar et al. (2019), se estudio el potencial de decoloracién de la biomasa
pulverizada de Chlorella vulgaris utilizando diferentes concentraciones de colorante Orange-
G. Los datos de FTIR mostraron que cinco grupos funcionales probablemente estaban
involucrados en la adsorcion del colorante. ElI proceso de biosorcion utilizando algas
(incluyendo C. vulgaris) ofrece un excelente biosistema para la remediacion de vertidos finales
de efluentes textiles. da Rosa et al. (2018), usaron_Chlorella pyrenoidosa para la remocion del
colorante rodamina B de los efluentes de tefiido de piedras. La biosorcion se llevé a cabo para
evaluar los efectos del pH, el tiempo de contacto y la temperatura. Los resultados indicaron que
la biosorcion con Chlorella pyrenoidosa tiene un gran potencial para la eliminacion de

rodamina B de los efluentes de piedras para tefiir.

La revision se antecedentes nos permitio saber que a la fecha no hay ningdn estudio publicado
sobre la comparacion de la eficiencia de remocion de colorantes utilizando C. vulgaris viable
(estudio de biorremocion) y el uso de su biomasa inviable (estudio de bioadsorcion de
colorantes), cada proceso tiene sus ventajas y desventajas, lo que se presente hacer en el
presente estudio es hallar la forma mas eficiente y econémica para remover los colorantes azul

de metileno y rojo congo.
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2.2. Marco teorico.

2.2.1. Contaminacion del ambiente acuéatico.

El agua es la arteria de la vida en la tierra. Es uno de los principales requisitos primarios
necesarios para el sustento en nuestro planeta. Cubre mas del 71% de la superficie terrestre y
representa alrededor del 70% de su masa (Eisenberg & Kauzmann, 2005). Es la Gnica sustancia
en la tierra que existe naturalmente en tres estados fisicos. No se puede ignorar la necesidad
primordial de agua pura (Eisenberg & Kauzmann, 2005). Lamentablemente, en las ultimas
décadas, la expansion descontrolada de la poblacién y la invasion industrial han generado una
enorme presion sobre los limitados recursos hidricos (Elgarahy et al., 2021). Lo que es peor,
innumerables contaminantes se liberan simultdneamente en los cuerpos acuaticos. Provoca un
deterioro dramaético severo y acelerado en la calidad del agua. La contaminacion del agua como
problema crucial se ha convertido considerablemente en un motivo de preocupacién mundial
(Elgarahy et al., 2021).

Recientemente, la sobreutilizacion de los recursos hidricos y la contaminacién del agua se
producen simultdneamente como consecuencia de la codicia descontrolada asociada a la
civilizacion humana. Desafortunadamente, donde la gente vive y trabaja, siempre se encuentran
aguas residuales. Varias industrias son fuertes productoras de aguas residuales cargadas de una
gran diversidad de contaminantes. Estos contaminantes incluyen colorantes, metales pesados,
fenoles, pesticidas, insecticidas y medicamentos. La descarga de estos efluentes contaminados
al medio acuético tiene impactos extremadamente tremendos en nuestra biosfera. Presenta
caracteristicas inmunogénicas, teratogénicas, mutagénicas y cancerigenas (Azari et al., 2019).
Es bien sabido que alrededor del 70% al 80% de todos los casos de enfermedades en los paises

en desarrollo estan relacionados con la contaminacion del agua (Qadri & Faiq, 2020).

2.2.2. Industria textil y sus efectos al ambiente acuatico.

Los tintes, que pueden ser naturales o sintéticos, son esenciales para el proceso de fabricacion
de muchas industrias, como la industria textil. (Choudhury, 2017). Pueden adsorberse a
sustratos en soluciones acuosas formando enlaces covalentes, interacciones idnicas e
interacciones de van der Waals. Los tintes textiles sintéticos son populares en la industria del
teflido porque son resistentes a la biodegradacion. Como resultado, se convierten en importantes

contaminantes ambientales durante el proceso de tefiido de textiles (Adinew, 2012).
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La baja eficiencia en el proceso de tefiido de textiles ocasiona que, alrededor de 200.000
toneladas de tintes sean descargados al medio ambiente. La mayoria de estos tintes escapan a
los tratamientos de aguas residuales actuales porgue son muy resistentes a la luz, la temperatura
y los productos quimicos. (Holkar et al., 2016). La tecnologia tradicional de tefiido de textiles
también requiere una gran cantidad de agua y libera una gran cantidad de aguas residuales que
contienen productos quimicos peligrosos y toxicos para el medio ambiente, lo que genera
problemas de salud y seguridad, inflando los costos de tratamiento de los efluentes y el cuidado
del agua (Pattnaik & Dangayach, 2019).

En comparacion con otras industrias, el tefiido y el acabado de textiles son extremadamente
intensivos quimicamente. Méas de 8000 productos quimicos se utilizan en el tefiido y estampado
de textiles, muchos de los cuales son dafiinos directa o indirectamente para la salud humana.
(P. B. Ramos et al., 2018). La Figura 1 muestra el diagrama de flujo del procesamiento hiumedo
de textiles y la generacion de aguas residuales. Debido a la toxicidad y los impactos nocivos de
los tintes sintéticos en el medio ambiente y el ecosistema, en los Gltimos afios ha surgido un
interés creciente en el uso de tintes naturales. Sin embargo, los tintes naturales también pueden
ser muy toxicos si se utiliza un tipo especifico de mordientes como el cromo para fijar el tinte
sobre el tejido (Wang et al., 2022).

Los colorantes naturales también requieren grandes cantidades de agua, casi igual o el doble
del peso de las fibras, para el proceso de tefiido. Los tintes naturales, principalmente de
productos agricolas, desechos y subproductos de la agricultura y la silvicultura, y desechos de
la industria alimentaria, son alternativas no toxicas, renovables y sostenibles a los tintes
sintéticos y, en general, se supone que tienen un impacto ambiental minimo (Yaseen & Scholz,
2019).
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Figura 1. Diagrama de flujo del procesamiento hiimedo textil y generacién de aguas
residuales.
Fuente: Saremi et al. (2022)

Debido a los grandes volimenes de agua utilizados en el tefiido y acabado textil, la industria
textil es la principal responsable de la contaminacion ambiental, que se ha convertido en uno
de los problemas mas preocupantes de los ultimos afios (M. D. N. Ramos et al., 2020). La
produccion a gran escala y el uso generalizado de tintes sintéticos y productos quimicos en la
industria textil han causado considerables preocupaciones ambientales, de seguridad y de salud,
un aproximado de 280.000 toneladas de tintes textiles se descargan en el medio ambiente en
todo el mundo cada afio (Tigini et al., 2011). La liberacién de colorantes y productos quimicos
en las aguas residuales se debe a la limitacion del proceso de tefiido y puede variar del 2% para
los tintes basicos al 50% para los colorantes reactivos (Hasanbeigi & Price, 2015). Los tintes
acidos también consumen mucho agua, energia, productos quimicos y efluentes, al igual que
muchos otros tintes. Sin embargo, el porcentaje de contaminantes liberados en el tefiido de
poliamida (natural y sintético) es mucho menor que en el tefiido de algodén. Estos desechos

son muy complejos y contienen una variedad de aditivos colorantes (Azanaw et al., 2022).
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La composicion regular promedio de las aguas residuales de tefiido de lana es la siguiente:
DQO: 920 mg.L%, DBO: 400-2000 mg.L?, color: 2225 mg.L?, pH: 4.6-8, y el uso de agua es
de 40-150 L.kg* de tela (Bisschops & Spanjers, 2003). Es dificil encontrar tratamientos
efectivos y viables, ademas en paises en vias de desarrollo, la industria textil no trata
adecuadamente sus aguas residuales y termina liberando agua coloreada con una alta carga
orgénica a los cuerpos de agua naturales, 1o que puede causar graves dafios a la salud humana

y a la floray la fauna. (Chequer et al., 2013).
2.2.3. Colorantes azoicos

Azul de metileno (AM)

El azul de metileno (3,7-bis(dimetilamino) fenotiazina cloruro tetrametiltionina cloruro) es
uno de los tintes sintéticos que se aplica en gran cantidad como colorante para papeles, en lana,
seda y algodén (Ferreira et al., 2020). Ademas, las industrias alimentaria, cosmética y
farmacéutica no se quedan atras en el consumo de una gran cantidad de colorante AM para sus
producciones (Neethu & Choudhury, 2018). Aungue se ha demostrado que el metiloromuro
posee algunos efectos medicinales, ocurre cuando se usa de manera segura segun las

instrucciones/prescripciones clinicas (Prashant & Jyothi, 2010)

Sin embargo, la descarga de aguas residuales contaminadas con colorante AM parcialmente o
sin tratar de cualquiera de las industrias antes mencionadas podria causar muchos riesgos para
la salud. Por ejemplo, en humanos, el colorante AM puede inducir diversas dolencias como
cianosis, necrosis tisular, formacion de cuerpos de Heinz, vomitos, ictericia, shock, aumento de
la frecuencia cardiaca, entre otras (Kofidis et al., 2001). Ademas, con respecto a las plantas, la
presencia de AM se ha convertido en un desafio importante, por lo tanto, los efectos negativos
asociados con las aguas residuales cargadas con colorante AM justifican la necesidad de una

eliminacion efectiva antes de la descarga industrial (Prashant & Jyothi, 2010).
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Figura 2. Estructura quimica del azul de metileno.

Fuente: Oladoye et al. (2022)

El colorante azul de metileno es un compuesto quimico aromatico heterociclico de estructura
plana (Oladoye et al., 2022). Tiene un peso molecular y una férmula quimica de 319,85 g/mol
y C16H18N3S) respectivamente (Ong et al., 2005); en la Figura 2 se presenta la estructura quimica
del AM. EI colorante AM es un tipo de colorante predominantemente azul, catiénico y de
tiazina que se ha aplicado ampliamente en la industria textil como agente colorante de fibras
(Ong et al., 2005), y también en el campo de la medicina como agentes colorantes y para uso
profilactico y terapéutico (Oladoye et al., 2022). La Tabla 2 presenta algunas propiedades

fisicoquimicas del colorante AM.

Tabla 2. Algunas propiedades fisicoquimicas del azul de metileno.

Parametro Valor/nombre
Longitud de onda de absorcion maxima 664 nm
Otro nombre Swiss blue
lonizacion Basica
Grado de solubilidad 3.55%
Nombre de indice de color Basic blue 9
Numero de indice de color 52015
pH acuoso 20-35

Fuente: Oladoye et al. (2022)
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Rojo Congo (RC)

El rojo Congo (RC) es un colorante azoico anionico popular, que es un tinte estable frente a
la fotodegradacion y la biodegradacion (Hernandez-Zamora et al., 2014a). Es reconocido como
carcindégeno porque contiene aminas aromaticas en su estructura (laich et al., 2021). La
presencia de estructuras aromaéticas hace que los colorantes azoicos sean resistentes a la
degradacion natural (Harja et al., 2022). EI RC se metaboliza a bencidina y, por lo tanto, tiene
el potencial de bioacumulacion y es dificil de eliminar del agua (Deng et al., 2018). RC es un
colorante bis azo o di azo anidénico a base de bencidina, que presenta grupos aromaticos que
conducen a una alta toxicidad, mutagenicidad y carcinogenicidad para la vida en el agua y en
los seres humanos por igual (Ahmad & Ansari, 2021). La toxicidad del RC puede causar dafio
al sistema nervioso, irritacion respiratoria, diarrea, vomitos, mareos, dafio a las mucosas y
membranas (Harja et al., 2022). Para prevenir tales dafos, la eliminacion de los componentes

peligrosos del tinte del agua es muy importante (Deng et al., 2018; Zheng et al., 2021).

NH, N,
O‘ N=HN=H OO
— * -'____..-5__-:_..:
gfffﬂ O Na Na 0|50
o

Figura 3. Estructura quimica del rojo congo.

Fuente: Cruz et al. (2023).

El nombre IUPAC de RC es Acido 1-naftalenosulfonico, 3,3 — (4, 4-bifenilebis (azo))bis (4-
aminodisodio) sal (Cruz et al., 2023), su estructura quimica se presenta en la Figura 3, es de
tipo anidnico y su peso molecular es de 696,67 g/mol. RC es un colorante azoico cuya formula
quimica es C32N22Na206S2 (Cruz et al., 2023), algunas propiedades del RC se detallan en la
Tabla 3.
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Tabla 3. Algunas propiedades fisicoquimicas del rojo congo.

Parametro Valor/nombre

- o 498 nm (pH >5), 567 (pH 3.86), 560
Longitud de onda de absorcién maxima

(pH <3)
Otro nombre Direct red 28, Cotton red
pKa 4.1

Fuente: Cruz et al. (2023).

2.2.4. Biodegradacion de colorantes

La descomposicion de compuestos quimicos mediada bioldgicamente se conoce como
biodegradacion. Este proceso depende de la energia y requiere la accion de varias enzimas para
descomponer el tinte en varios subproductos. La biodegradacion de los tintes sintéticos no solo
decolora los tintes, sino que también descompone las moléculas del tinte en fragmentos mas
pequefios (H. Ali, 2010). Segun Kaushik & Malik (2009), la decoloracion del tinte ocurre
cuando se escinde el centro cromoéforo del tinte. Se han utilizado una variedad de
microorganismos, como hongos, bacterias, levaduras y algas, para decolorar y degradar tintes
artificiales. Estos tienen diferentes grados de capacidad para degradar varios tintes. La
biodegradacion de tintes sintéticos depende de varios grupos de microorganismos. Algunos
grupos tienen particulares ventajas sobre otros. La adaptabilidad y la actividad de los
microorganismos elegidos determinan la eficacia de la decoloracién microbiana (Chen et al.,
2003). El uso de una cepa seleccionada adecuada y su uso en condiciones favorables para
aprovechar el potencial de degradacion son necesarios para el desarrollo de una biotecnologia

efectiva para la degradacién de colorantes (Novotny et al., 2004).

Los ecosistemas son espacios dindmicos con diversas condiciones abidticas, como pH,
temperatura, presencia de oxigeno, metales y sales, entre otras. Los cambios en estos
parametros tienen un impacto en los microorganismos, que juegan un papel importante en los
ciclos globales de C, N y S. y como resultado, sus actividades de descomposicion también
sufren. Por lo tanto, al evaluar la capacidad de varios microorganismos para degradar
xenobioticos organicos especificos, se deben tener en cuenta los efectos de estos (H. Ali, 2010).
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2.2.5. Microalgas en la decoloracion de colorantes azoicos

Existen numerosos contaminantes organicos en las aguas residuales textiles, que contienen
una variedad de grupos funcionales, incluidos OH, RCOO, NH; y PO.3 (Arteaga et al., 2018).
Las microalgas tienen una gran superficie especifica y la superficie de sus paredes celulares es
rica en grupos funcionales (Chin et al., 2020). Los grupos funcionales transportados en la
superficie de las microalgas se combinan facilmente con los colorantes en las aguas residuales
mediante electro-adsorcion, para lograr el proposito de eliminar sustancias nocivas (da Rosa et
al., 2018b). Se han encontrado especies de microalgas que pueden eliminar los tintes textiles
tanto en ambientes de agua dulce como de agua de mar en fotobiorreactores con la generacion
de valiosa bioenergia (J.-Q. Xiong et al., 2023). La decoloracion de los tintes por parte de las

microalgas involucra diferentes mecanismos.

Las microalgas pueden utilizar croméforos contaminantes como fuente de energia para su
crecimiento; las microalgas pueden promover la conversion de sustancias cromoforas en
sustancias no cromoforas; los cromoforos se pueden adsorber facilmente en la biomasa de algas
(Raymond & Kadiri, 2017). La enzima azo reductasa de las microalgas escinde el enlace azo
(Hernandez-Zamora et al., 2015). Una cianobacteria marina, Oscillatoria curviceps
BDU92191, utilizé Acid Black 1 como fuente de nitrégeno para su crecimiento, que puede estar
mediado por la nitrito reductasa y la glutamina sintasa (Priya et al., 2011). Por lo tanto, las
microalgas pueden eliminar diferentes colorantes mediante biosorcion, bioacumulacion y
biodegradacion.

La ruta bioquimica involucrada consiste en la escision del triple enlace nitrogeno (enlace azo),
gracias a la enzima azo reductasa y un agente oxidante mediador. La azoreductasa (EC 1.7.1.6)
es una enzima que descompone los colorantes azoicos convirtiéndolos en aminas sin color
mediante una reaccion reductora (Hernandez-Zamora et al., 2015; Sarkar et al., 2017). Utiliza
coenzimas como FADH o NADH para transferir electrones en una reaccién redox. Puede ser
clasificada en tres tipos segun la coenzima que utiliza: solo NADH, solo NADPH o ambos .
Esta enzima puede encontrarse tanto en el citoplasma como en la membrana celular externa. Su
presencia es fundamental en el tratamiento de aguas residuales que contienen colorantes,
aungue su efectividad puede verse afectada por la complejidad quimica de algunos colorantes
comerciales (Serrano-Martinez et al., 2020).
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Figura 4. Biodegradacion del enlace azo de los colorantes azoicos.

Fuente: Sarkar et al. (2017).

La enzima rompe el enlace azo (—N=N-) y transfiere cuatro electrones como parte de su
proceso reductor (Sarkar et al., 2017). El colorante azo actia como aceptor de electrones, lo
que resulta en su decoloracion y en la formacién de una solucion sin color. El producto
intermedio resultante es una amina aromatica toxica que puede ser degradada aerdbicamente o
en condiciones de microaerofilia (Sarkar et al., 2017).La representacion gréafica y

esquematizada de la ruta bioquimica se presente en la Figura 4.

2.2.6. Bioadsorcion de colorantes.

La idea de la biosorcion como un proceso multidimensional efectivo ha cambiado en los
Gltimos afios. Se considera una excelente opcion para el tratamiento de aguas residuales en
comparacion con otros métodos convencionales (Demey et al., 2019). La sorcién es un
fendmeno fisicoquimico en el que las moléculas de sorbato se concentran en la superficie de
otra sustancia (sorbente). Esto produce efluentes depurados superiores. EI término "biosorcion"
también tiene una definicidn simple a pesar de usar el prefijo "bio" para denotar la participacion
de una entidad bioldgica. La biosorcién y la bioadsorcién tienen los mismos mecanismos de

sorcion (Elgarahy et al., 2021).

La absorcion es cuando una sustancia se incorpora a otra en un estado diferente. Incluye la
absorcion de gases por un sélido o agua. Sin embargo, la adsorcion es un tipo de union fisica
en la que el sorbato interacta con un sorbente y crea una interfaz sorbente-sorbato (EI-Sheekh
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et al., 2019). La biosorcion cubre todos los aspectos de la interaccion entre cualquier sorbato y
la matriz bioldgica (biosorbente). Es un proceso pasivo, metabdlicamente independiente. En
diversas disciplinas cientificas, desempefia un papel fundamental en muchos procesos naturales
(Elgarahy et al., 2021).

2.2.7. Adsorcion de colorantes con biomasa microalgal pulverizada y seca.

Debido a que los organismos muertos no pueden verse afectados por desechos toxicos y no
necesitan un suministro de nutrientes para crecer y regenerarse, el polvo de microalgas secas,
que son células microbianas muertas, es mas adsorbente de contaminantes del agua (Liu &
Ruan, 2022). En comparacion con otros materiales de biosorcion, el adsorbente en polvo de
microalgas secas tiene las ventajas de una gran superficie especifica y una gran capacidad de
adsorcion. Por ejemplo, el alga verde azul Spirulina platensis contiene una variedad de grupos
funcionales como hidroxilo, carboxilo, fosfato, sulfato y otros grupos cargados, que pueden
unirse a muchos tipos de contaminantes (Dotto et al., 2012). Estas propiedades interesantes
hacen gue el polvo de biomasa de microalgas sea eficiente para la adsorcion de colorantes y
también metales debido a la gran cantidad de grupos funcionales que tiene en su masiva
superficie (Celekli & Bozkurt, 2011).

2.3. Marco legal

Constitucién Politica del Pertu - Articulo N°2 “Derechos Fundamentales de las Personas”

El inciso N°22 el cual indica: Toda persona tiene derecho a goza de la paz, la tranquilidad,
disfrute del tiempo libre y al descanso, asi como gozar de un medio ambiente equilibrado y
adecuado para el desarrollo de su vida. Esto indica que el Estado peruano debe garantizar el
equilibrio ecolégico y ecosistémico del medio ambiente en todo el territorio nacional, para el
disfrute de cualquier ciudadano peruano o residente extranjero. Siendo entonces, de necesidad
nacional, el tratamiento de los residuos solidos capaces de alterar o contaminar el medio

ambiente y, por consiguiente, la salud del ser humano.

Ley N°28611 - Ley General del Ambiente

Dentro de esta ley se establecen los lineamientos que debe adoptar el Estado peruano respecto
a la proteccion, conservacion y aprovechamiento del medio ambiente en nuestro territorio.
Referente al &mbito de la presente investigacion se puede nombrar al articulo N°1 el cual lleva

por nombre “Del derecho y deber fundamental” y el articulo N°5 el cual lleva por nombre “Del
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principio de sostenibilidad”, ambos relacionados en funcion a la gestion ambiental que el Estado

debe garantizar y exigir a las empresas tanto publicas como privadas.

Decreto Supremo N° 023-2021-MINAM que aprueba la Politica Nacional del Ambiente
al 2030

Contiene la principal decision de politica ambiental del pais. Define y orienta el accionar de
las entidades del gobierno nacional, regional y local, del sector privado y la sociedad civil para
los proximos 10 afios y establece las objetivos, estrategias, servicios y actividades orientadas a
afrontar los problemas criticos que afectan el ambiente y la sostenibilidad del desarrollo del

Pais.

Decreto Supremo que aprueba el Reglamento de Valores Maximos Admisibles (VMA)
para las descargas de aguas residuales no domésticas en el sistema de alcantarillado
sanitario

Este recurso legal aplica para la descarga de liquidos producidos por alguna actividad
econdmica comercial e industrial, distinta a la generada por los usuarios domésticos, quienes
descargan aguas residuales domeésticas como producto de la preparacion de alimentos, del aseo
personal y de desechos fisioldgicos. Dentro de estas actividades estan incluidas las de industria
textil, ya que al momento no se ha promulgado ninguna ley o decreto que regule directamente

los efluentes textiles, asi como ya existe para industrias minera, curtiembre, cerveceray papel.
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CAPITULO IlI: MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar de ejecucién

Al ser un trabajo netamente experimental y a nivel laboratorio este trabajo se realiz6 en los
laboratorios de la Universidad Catdlica de Santa Maria que se encuentran ubicados en la ciudad
de Arequipa, Peru. Los experimentos se desarrollaron entre los meses de julio — setiembre de
2023.

3.2. Tipo y nivel de investigacion.

Es una investigacion de tipo explicativo, ya que se trata de encontrar las condiciones 6ptimas
de las variables establecidas (Hurtado, 2005) para alcanzar la méxima eficiencia en la remocion
de colorantes azoicos. El nivel de investigacion es comprehensivo porque alude a la explicacion

de la situaciones que se generan (Hurtado, 2005).
3.3. Métodos de investigacion.

3.3.1. Determinacion de los parametros normales de crecimiento microalgal de
Chlorella vulgaris utilizando medio Bold’s Basal Medium (BBM).

Obtencion de la cepay preparacion del medio de cultivo BBM.

La cepa de C. vulgaris utilizada en la presente investigacién fue donada por la Universidad
Nacional de San Agustin. Las microalgas se cultivaron en 1 L de medio basal de Bold (BBM).
Todos los componentes quimicos del medio de ensayo utilizado se disolvieron en agua destilada
y se ajustaron a pH 7,5 utilizando 2 M de NaOH y HCI. El medio BBM (Jasni et al., 2020),
consistié en los siguientes componentes (g/l): CaCl,:2H20 (25), K2HPO4 (75), MgSQO4.7H.0
(75), HsBO3 (11.4), NaNOj3 (250), NaCl (25), EDTA.Naz (50), KH2PO4 (173.8), FeSO4.7H20
(4.98), H2SO4 (1), ZnS0O4.7H20 (8.82), MnCl2.4H20 (1.44), MoOz (0.71), CuSO4.5H.0
(1.572), Co(NO3)2.6H20 (0.49). El cultivo se mantuvo a 20 + 2 °C bajo una luz con iluminacién

continua (440 pmol m? s~ de densidad de flujo de fotones).

Inoculacion y elaboracién de la curva de crecimiento.

La concentracion inicial de C. vulgaris, fue de 2,0 x 10° células mL™2, esto se realiz6
empleando el método de dilucion, la curva de crecimiento normal se realizard en frascos de
laboratorio de 1000 mL e incubados a temperatura ambiente a (2042 °C), con aspersion de

aire, con fotoperiodo de 12:12 h proporcionado por lamparas fluorescentes, con una intensidad
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de luz de 440 pmol m™ s~ * de densidad de flujo de fotones durante 7 dias, se tomaron muestras
de las células de algas en varias etapas de crecimiento (dos veces al dia) y se contabilizo el

numero de células usando una camara de Neubauer (Moheimani et al., 2012).

Produccion de biomasa microalgas para la experimentacion.

Posteriormente se procedera a producir constantemente biomasa de C. vulgaris para los

siguientes experimentos respetando las condiciones estandar en cultivo con medio BBM.

3.3.2. Evaluacion del efecto de diferentes concentraciones de azul de metileno y
rojo Congo sobre la velocidad de crecimiento, tiempo de duplicacion y
productividad de biomasa de Chlorella vulgaris.

Se prepararon soluciones stock de azul de metileno y rojo congo en agua destilada autoclavada
de 50 ppm, luego, aplicando la ecuacién de la dilucion se agregaron pequefios volumenes al
medio de cultivo BBM para crear soluciones que vayan de 0,5 a 6 ppm con cada colorante; se
arma el sistema y se inocul6 con 5 % de biomasa microalgal en fase de crecimiento exponencial.
Posteriormente se elaboro la curva de crecimiento en cada concentracion como se detallo
anteriormente y luego se determiné la velocidad de crecimiento especifico (u) con la siguiente

ecuacion:

_In(Xy) —In(Xy)
] t, =t

Wmax (dia_l)

Donde X1 y Xo simbolizan el nimero de células (células/ml) en el primer dia y al final del
cultivo, respectivamente, y t1 y to (dias) son el momento de inicio y finalizacion del cultivo,

respectivamente. La ecuacion fue utilizada previamente por Salgueiro et al. (2016).

El tiempo de duplicacion (td) se determind con la siguiente ecuacion (Coman et al., 2018):
n2
Td(diClS) = T

Para determinacion de la produccion de biomasa, se tomo una muestra de microalgas en medio
de crecimiento (5 mL de suspension) se centrifugd, se lavé dos veces y posteriormente se seco
a 105 °C durante 1 h, finalmente se pesd (Moheimani et al., 2012). La productividad (P) (g L™
dia?), durante el periodo de cultivo, se calcul6 a partir de la ecuacion

P = (X; — Xo)
(tx - tO)
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Donde, Xt es la produccion de biomasa (g L ) al final de la fase de crecimiento exponencial
(tx ) y X0 es la produccion inicial de biomasa (g L™1) en tiempo 0.

3.3.3. Optimizacion de la decoloracion de azul de metileno y rojo congo a traves
de la microalga Chlorella vulgaris variando tipo de agitacion y

temperatura.

Se plante6 un disefio experimental factorial completo 23 con 16 experimentos (8 corridas
experimentales base, dos réplicas) en el cual se evaluaron las variables de concentracion de
colorante, tipo de agitacion y temperatura con cada colorante. Ver la Tabla 4. Este disefio se
aplico para cada colorante por separado. La variable de respuesta fue principalmente el

porcentaje de remocion del colorante.

Tabla 4. Disefio experimental factorial completo 22,

Factor 1 Factor 2 Factor 3
Run A:Tipo de agitacion B:Temperatura C:Concentracién de colorante
- C mg/L
1 Neumatica 20 3
2 Orbital 20 3
3 Neumatica 35 3
4 Neumatica 35 3
5 Orbital 20 3
6 Orbital 20 5
7 Neumatica 20 9
8 Orbital 35 5
9 Neumatica 20 5
10 Neumatica 35 5
11 Orbital 20 5
12 Orbital 35 5
13 Neumatica 20 3
14 Neumatica 35 5
15 Orbital 35 3
16 Orbital 35 3

El disefio experimental 23 se realizo por duplicado para generar mayor confianza en los datos
del modelo matematico generado. Asimismo, se aplico el mismo disefio experimental tanto para

AM como para RC.
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3.3.4. Evaluacion de la remocion de azul de metileno y rojo Congo utilizando

biomasa inactiva de Chlorella vulgaris.

Se procedid a obtener 100 gramos de biomasa seca de la microalga Chlorella vulgaris para
esto se realizaron varios cultivos en fotobiorreactores de 4 L, luego de 6 dias de crecimiento se
procedid a cosechar la biomasa por coagulacion-floculacion (CF) con sulfato de aluminio segun
(Sanyano et al., 2013). Luego se procedi6 a hacer varios lavados con agua destilada y se seco
la biomasa a 70 °C x 24 h. Posteriormente se procedio a realizar varios experimentos para
optimizar la adsorcién de colorantes, las variables a estudiar seran dosis de bioadsorbente,
concentracion de colorante y velocidad de agitacion. Para este objetivo se aplicard un disefio
experimental de superficie de respuesta Box — Behnken. El cual se presenta en la Tabla 5.

Tabla 5. Disefio experimental de Box — Behnken para la remocion de colorantes con

biomasa inactiva de C. vulgaris.

Factor 1 Factor 2 Factor 3
A:Dosis de bioadsorbente B:Conc. colorante C:Vel. agitacion
g mg/L RPM
1 0 1
0 0 0
1 - 0
0 1 1
-1 -1 0
1 0 -1
-1 1 0
-1 0 -1
1 -1 0
0 0 0
0 0 0
0 0 0
0 -1 -1
0 1 -1
-1 0 1
0 -1 1
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3.3.5. Cuadro comparativo de alternativas para la metodologia aplicada en la

tesis

Para el presente trabajo de tesis se evaluara varias alternativas de metodologia, y se escogieron
las mas actuales y apropiadas para este estudio. En la Tabla 6 se presenta un analisis
comparativo de ventajas y desventajas para llevar a cabo el estudio propuesto, entonces debido
a que el estudio se basa en la optimizacidn de procesos se optd por usar disefios experimentales

ya que tienen claras ventajas sobre el estudio de factor por factor que era otra alternativa.

Tabla 6. Cuadro de comparacion de alternativas de metodologia.

Meétodo Ventajas Desventajas

e Utiliza disefios
experimentales para e Requiere
optimizar procesos. planificacion y
IR disefio cuidadosos.
multiples variables
RV gmen(iy e Las interacciones

. ] .' Ident|f|ca pueden ser dificiles
Disefio experimental interacciones entre de interpretar
variables.

e Proporciona
resultados
cuantitativos
confiables.
e Ayuda a optimizar
procesos de forma

eficiente.
e No considera
posibles
2 interacciones entre
e Evalla cada factor factores.

individualmente y su
Enfoque factor por factor impacto.
e Permite entender el
efecto especifico de
cada factor.

e Puede no reflejar la
complejidad del
sistema real.
e No permite evaluar el
efecto conjunto de
factores.
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CAPITULO IV: RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Determinacion de los parametros normales de crecimiento microalgal de Chlorella
vulgaris utilizando medio BBM.

Las condiciones de cultivo normales se dieron a 20 + 2 °C bajo una luz con iluminacion
continua (440 pmol m? s~ ! de densidad de flujo de fotones), se utilizd agitacion neumatica y
agitacion orbital a 150 RPM; no hubo un fotoperiodo, para estimular la constante reproduccion
de la microalga (Adochite & Andronic, 2020). Las curvas de crecimiento en medio BBM se
presenta a continuacion en la Figura 5. El medio BBM ha sido muy utilizado para el

establecimiento y acondicionamiento de la microalga C. vulgaris (Salgueiro et al., 2018; Teran
Hilares et al., 2021).

1.0x107
| —=— Agitacién neumatica
—e— Agitacion Orbital

8.0x10°

6.0x10°

4.0x10°

Biomasa (células/mL)

2.0x10°

0.0

Tiempo (Dias)

Figura 5. Curva de crecimiento de C. vulgaris en medio BBM.

La curva de crecimiento presenta un comportamiento normal para la microalga en estudio,
presentd datos y tendencia muy similar a estudios de Sanchez-Borroto et al. (2018). También
se calcul6 la velocidad de crecimiento especifica (u) y el tiempo de duplicacion (td) dando
valores de 0,237 + 0.021 dia® y 2,95 + 0.281 h respectivamente para agitacion neumatica y
0,227 + 0.016 dia™ y 2,97 + 0.231 h para agitacion orbital, estos datos concuerdan con los

valores de p y td de 0,298 dia™ y 2,326 h respectivamente reportados por Baldiris Navarro et
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al. (2022). Los datos también concuerdan con los reportados por varios autores que
desarrollaron trabajos en la ciudad de Arequipa y Pert (Huarachi-Olivera et al., 2018; Teran
Hilares et al., 2021). La productividad de biomasa fue de 0,49 + 0.025 g.L*.dia™* para agitacion
neumaticay 0,47 +0.011 g.L.dia™ para agitacion orbital, acorde a lo reportado por Samaniego
Borddn et al. (2022). En lo que respecta a la comparacién entre agitacion orbital y neumatica
no se encontraron diferencias estadisticas significativas entre ambos tratamientos (p > 0,05), el
procesamiento estadistico se presenta en las Tabla 14 - 18 del Anexo 1. En la Tabla 7 se puede
apreciar los parametros cinéticos de crecimiento de C. vulgaris con su respectivo analisis

estadistico.

Tabla 7. Resultados de los parametros cinéticos de crecimiento de C. vulgaris cultivada

en agitacion neumatica y orbital.

Tipo de agitacion Promedio + Desviacion estandar A9rupacion Tukey.
W, dia -1 Td, dia P, g.L.dia
Neumatica 0,237 + 0.0214 2,95+ 0.2814 0,49 + 0.0254
Orbital 0,227 + 0.016" 2,97 £0.2314 0,47 +0.0114
p value 0.557 0.584 0.477

Los valores obtenidos de p value, indican que no existen diferencias significativas, entre los
dos tipos de agitacion empleados en el desarrollo de la microalga. Lo cual nos indica que se
pueden evaluar otras condiciones y ver efectos en la mejora de la biodegradacion de algln

contaminante (Chen et al., 2003).

Para calcular el niUmero de experimentos necesarios, se utilizo la férmula del nimero total de

combinaciones para un disefio factorial completo:
N =nk
Donde:

e N es el numero total de combinaciones o experimentos necesarios.
e nes el nimero de niveles por factor (en este caso, 3 para ambos factores).
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e kesel nimero de factores (en este caso, 2).

Entonces, aplicando la férmula, se obtendra matematicamente el nimero de experimentos,

principalmente en el uso de disefios experimentales factoriales completos (Gutiérrez Pulido &
De la Vara Salazar, 2008).

4.2. Evaluacion del efecto de diferentes concentraciones de azul de metileno y rojo Congo

sobre la velocidad de crecimiento, tiempo de duplicacion y productividad de biomasa
de Chlorella vulgaris.

4.2.1. Evaluacion del efecto de la concentracion de AM sobre parametros de
crecimiento de Chlorella vulgaris.

Se realizé el estudio del efecto en los pardametros de crecimiento de C. vulgaris, con diferentes
concentracion de AM. En la Figura 6 se presentan las curvas de crecimiento de la microalga
con diferentes concentraciones de azul de metileno. Las condiciones de temperatura e

iluminacidn fueron iguales a las ejecutadas en el anterior punto.

1.0E+07
—a— Control

] —e— AM - 0,5 mg/L
—a— AM - 1 mg/L
8.0E+06 4 —v— AM -2 mg/L
—— AM - 4 mg/L
| —¢— AM - 6 mg/L

6.0E+06

4.0E+06 -

2.0E+06

Biomasa (células/mL)

0.0E+00

Tiempo (dias)

Figura 6. Curvas de crecimiento con diferentes concentracién de AM.

Es muy clara la diferencia entre el control (0 mg/L de AM) y las concentraciones de azul de
metileno, es evidente el efecto inhibitorio del azul de metileno en el inicio del crecimiento

exponencial, esta etapa se da en el control, 0,5, 1 y 2 mg/L entre el dia 1 y 2, sin embargo a
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partir de concentraciones de 4 mg/L la etapa exponencial empieza en el dia 3 y en 6 mg/L
empieza al dia 4, asimismo es observable que la concentracion final de células/mL, se ve
seriamente afectada a mayores concentraciones. El efecto en crecimiento se debe
principalmente a la toxicidad relacionada con el colorante que dafia la membrana celular y
afecta al mecanismo de division celular (Pikula et al., 2019), por otro lado, los resultados
obtenidos son muy similares a los hallados por Krishna Moorthy et al. (2021), donde presentan
importantes porcentajes de inhibicidon, a partir de concentraciones de 4 mg/L de AM.
Evaluacién del efecto de la concentracion de RC sobre pardmetros de crecimiento de Chlorella

vulgaris.

Se realizé el estudio del efecto en los pardmetros de crecimiento de C. vulgaris, con diferentes
concentracion de RC. En la Figura 7 se presentan las curvas de crecimiento de la microalga con

diferentes concentraciones de RC.

1.0E+07
—a— Control

| ——RC-0,5mg/L
—&— RC - 1 mg/L
8.0E+06 { —¥— RC-2mg/L
—— RC - 4 mg/L
1 ——RC - 6 mg/L

6.0E+06 -

4.0E+06

Biomasa (células/mL)

2.0E+06

0.0E+00

Tiempo (dias)

Figura 7. Curvas de crecimiento con diferentes concentracion de RC.

Es muy clara la diferencia entre el control (0 mg/L de RC) y las diferentes concentraciones de
RM, es claro el efecto inhibitorio del RC en el inicio del crecimiento exponencial, esta etapa se
daen el control, 0,5, 1 y 2 mg/L entre el dia 1y 2, sin embargo, a partir de concentraciones de
4 mg/L en adelante, la etapa exponencial empieza en el dia 2, a diferencia de los efectos en el
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crecimiento por AM, concentraciones de 6 mg/L no generan un retraso mayor en el inicio de la
fase exponencial. Asimismo, es observable una clara fase estacionaria a partir del dia 3 en todas
las concentraciones de RC a diferencia del control (0 mg/L). Se han conseguido demostrar que
la exposicién de las microalgas al RC redujo la tasa de crecimiento, la fotosintesis y la
respiracion (Herndndez-Zamora et al., 2014a), precisamente el autor antes mencionado
demuestra reduccion en la tasa crecimiento a 5 mg/L de RC, muy similares a las reportadas por
este estudio a 4 y a 6 mg/L. También se ha demostrado la alta capacidad de remover colorante
RC con C. vulgaris (Noor S. & Jasim M., 2019), debido de manera precisa a que tiene

evidentemente un menor impacto toxico que el AM (Krishna Moorthy et al., 2021).

En la Figura 19 y Figura 20 del Anexo 2, se presentan fotografias de los sistemas que nos
permiten ver la apariencia de los sistemas evaluados en el primer dia (momento de la
inoculacion de la microalga) y el ultimo dia de evaluacion, en los sistemas con AM y RC, se
puede apreciar que hubo crecimiento en casi todas las concentraciones menos en la tltima de 6
mg/L para el caso de AM y la tltima y penultima para el caso de RC en donde el color verde
caracteristico no es tan intenso como en las demas concentraciones. Este ensayo fue Gtil para
saber cudl es la concentracion de AM mas alta en la que la microalga se puede desarrollar sin
problemas, varios autores reportan este método como adecuado porque de esta forma no
exigimos al microorganismo a un proceso de adaptacion si no Unicamente potenciamos los

mecanismos de biorremocion del contaminante (Teran Hilares et al., 2021).

4.3. Optimizacién de la decoloracion de azul de metileno y rojo congo a través de la
microalga Chlorella vulgaris variando tipo de agitacion y temperatura.

4.3.1. Optimizacion de la decoloracion de AM.

Se ejecuto el disefio experimental, y los resultados se presentan en la Tabla 8, el procesamiento
estadistico nos indica que hubo un correcto ajuste entre los datos experimentales y los datos del

modelo matematico.

Tabla 8. Resultados del disefio experimental 23 AM.

Factor 1 Factor 2 Factor 3 Response 1
Corrida A:Tipo de B:Temperatura C:Concentracion de Remocion de
agitacion colorante AM
- °C mg/L %
1 Neumatica 20 3 84.565
2 Orbital 20 3 66.776
3 Neumatica 35 3 88.994
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4 Neumatica 35 3 90.432
5 Orbital 20 3 67.434
6 Orbital 20 5 50.467
7 Neumatica 20 5 60.556
8 Orbital 35 5 42.504
9 Neumatica 20 5 59.455
10 Neumatica 35 5 70.454
11 Orbital 20 5 59.555
12 Orbital 35 5 40.443
13 Neumatica 20 3 86.454
14 Neumatica 35 5 70.435
15 Orbital 35 3 47.546
16 Orbital 35 3 48.546

El anélisis de varianza ejecutado para el modelo indica que hay un buen nivel de ajuste,
obteniendo un valor p menor a 0,05, lo cual se interpreta como significativo, asimismo todos
los factores evaluados son significativos para la variable de respuesta, eso se puede ver en la
Figura 17 donde se observa que los efectos estandarizados para los factores de tipo de agitacion,
temperatura y concentracién de colorante superan el limite de Bonferroni lo cual indica que son
sumamente relevantes para la variable de respuesta (Azari et al., 2019).

Tabla 9. ANOVA para el modelo factorial 22 AM.

Fuente Sumade df Cuadrado Valor Valor
cuadrados medio F p
Modelo 4060.40 7 580.06 97.57 < significativo
0.0001
A-Tipo de 2210.74 1 2210.74 371.86 <
agitacion 0.0001
B-Temperatura 80.59 1 80.59 13.56 0.0062
C-Concentracion 1006.13 1 1006.13 169.24 <
de colorante 0.0001
AB 557.88 1 557.88 93.84 <
0.0001
AC 170.38 1 170.38 28.66 0.0007
BC 34.56 1 34.56 5.81 0.0424
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Cor Total 4107.96 15

El valor F del modelo de 97,57 implica que el modelo es significativo. Solo hay un 0,01% de
posibilidades de que se produzca un valor F tan grande debido al ruido. Los valores p inferiores
a 0,05 indican que los términos del modelo son significativos. En este caso, A, B, C, AB, AC,
BC son términos modelo significativos. Los valores superiores a 0,1000 indican que los
términos del modelo no son significativos. Si hay muchos términos de modelo insignificantes

(sin contar los necesarios para admitir la jerarquia), la reduccién del modelo puede mejorar el

Factor Coding: Actual Factor Coding: Actual
3D Surface 3D Surface
Remocién de AM (%) Remocién de AM (%)
42.504 [ 96.432 42504 I 96.432
X1=A X1=A

X2 =B X2=C

Actual Factor
B =275

Actual Factor
c=4

Remocin de AM (%)

-1°35

Factor Coding: Actual
3D Surface

Remocién de AM (%)

42504 I 96.432 C

X1=B
X2=C

Actual Factor
A=0

Remoicn de AM (%)
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Figura 8. Gréficos de superficie de las interaccion de los factores (A) Tipo de agitacion y
temperatura, (B) Tipo de agitacion y concentracion de colorante AM, (C) temperaturay

concentracion de colorante.

Usando los graficos de superficie (Figura 8), se representan los efectos de los factores
independientes (Tipo de agitacion, neumatica (+1) y orbital (-1), temperatura y concentracion
de colorante) y su interaccion en la decoloracion de AM, se puede predecir la respuesta y se
pueden determinar los valores 6ptimos de decoloracion. Los graficos de superficie (Figura 8 A-
C), muestran la decoloracion de AM en funcién de dos factores, se puede apreciar una clara
mejora en la decoloracion al utilizar la agitacion neumatica, la cual provee una correcta
homogenizacion e intercambio gaseoso (Krishna Moorthy et al., 2021), también se puede
observar que con bajas concentraciones de colorante se puede tener una mejor remocion
superando valores de 90 %, esto es muy légico debido a la toxicidad del colorante a mayores
concentraciones (de Souza Kirnev et al., 2022), finalmente se puede apreciar que existe una
ligera mejora en la remocién a 35 °C de temperatura del proceso, debido a que las microalgas

como C. vulgaris acelera su metabolismo a temperaturas mayores a 30 °C (Ras et al., 2013).

Para optimizar la decoloracion del AM, se usé disefio factorial completo 22 con tres factores
(Tipo de agitacion, concentracion de colorante y Temperatura), los niveles de los factores se
pueden apreciar en la Tabla 7. Utilizando los datos experimentales, se ajustd el modelo
polinémico de segundo orden (codificado) a los resultados de decoloracion el cual se presenta

a continuacion:

% R.AM = 64.6635 + 11.754625A — 2.24425B — 7.929875C + 5.904875AB
— 3.26325AC + 1.469625BC + 0.089250000000002ABC

Para la optimizacién se tomd como criterios la minimizacién de la temperatura de trabajo, la
maximizacion de la concentracion de colorante y se mantuvo la agitacion neumatica (+1) que

fue la mejor y requiere menos gasto energético.
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-1 1 20 35
A:Tipo de agitacion = 1 B:Temperatura = 20.0001
98
3 5 42.504 96.432

C:Concentracién de colorante = 4.58291 Remocion de AM = 66.2628

Figura 9. Rampas de optimizacion para la remocién de AM.

Como se observa en la Figura 8, la optimizacion numérica realizada en el software Design
Expert 13 ® indica que se puede lograr un 66,26 % de remocion, llevando a cabo el experimento
a 20 °C y con una concentracion inicial de 4,58 mg/L de AM, manteniendo una agitacion
neumatica con una deseabilidad de 0,763, un valor aceptable (Jaafari & Yaghmaeian, 2019). La
importancia del valor de 66, 26% con las condiciones ante mencionadas es que se ha logrado la
optimizacion del proceso utilizando una significativa menor cantidad de energia (Gottipati &
Mishra, 2010).

4.3.1. Optimizacion de la decoloracion de RC.

Se ejecuto el disefio experimental, y los resultados se presentan en la Tabla 10, el procesamiento
estadistico nos indica que hubo un correcto ajuste entre los datos experimentales y los datos del

modelo matematico.

Tabla 10. Resultados del disefio experimental 23 RC.

Factor 1 Factor 2 Factor 3 Respuesta
Corrida A:Tipo de B:Temperatura C:Concentracion de Remocion de
agitacion colorante RC
- °C mg/L %
1 Neumatica 35 4 78.322
2 Neumaética 20 4 67.323
3 Neumatica 20 2 68.545
4 Orbital 20 2 65.651
5 Orbital 35 2 64.782
6 Orbital 20 4 53.564
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7 Orbital 35 4 63.432
8 Orbital 20 2 59.763
9 Neumatica 35 2 86.654
10 Orbital 20 4 52.456
11 Neumatica 20 2 75.781
12 Neumatica 20 4 79.766
13 Orbital 35 4 62.612
14 Orbital 35 2 65.763
15 Neumatica 35 2 85.454
16 Neumatica 35 4 74.576

El analisis de varianza ejecutado para el modelo indica que hay un buen nivel de ajuste,
obteniendo un valor p menor a 0,05, lo cual se interpreta como significativo, asimismo todos
los factores evaluados son significativos, ya que poseen un valor p, menor a 0.05, sin embargo
solo el factor tipo de agitacion es significativo para la variable de respuesta ya que supera el
limite de Bonferroni, eso se puede ver en la Figura 18 donde se observa que los efectos
estandarizados para el factor de tipo de agitacion supera el limite de Bonferroni lo cual indica
gue es sumamente relevantes para la variable de respuesta, temperatura y concentracion de

colorante superan el limite de valor p, lo que indica que son significativos (Azari et al., 2019).

Tabla 11. ANOVA para el modelo factorial 22 RC.

Fuente Sumade df Cuadrado Valor Valor
cuadrados medio F p
Modelo 1443.91 G 206.27 12.69  0.0009  Significativo
A-Tipo de <
agitacion 1030.54 1 1030.54 63.39 0.0001

B-Temperatura 215.62 1 215.62 13.26  0.0066

C-Concentracion

101.80 1 101.80 6.26 0.0368
de colorante

AB 4.44 1 4.44 0.2733  0.6153
AC 3.48 1 3.48 0.2138  0.6561
BC 3.13 1 3.13 0.1924  0.6725
ABC 84.91 1 84.91 5.22 0.0516
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El valor F del modelo de 12,69 implica que el modelo es significativo. Solo hay un 0,01% de
posibilidades de que se produzca un valor F tan grande debido al ruido. Los valores p inferiores
a 0,05 indican que los términos del modelo son significativos. En este caso, A, B, C, son
términos modelo significativos. Los valores superiores a 0,1000 indican que los términos del

modelo no son significativos, las interaccion dobles y triples no son significativas.

Factor Coding: Actual Factor Coding: Actual
3D Surface 3D Surface

Remocién (%) Remocioén (%)
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3D Surface
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52.45 [ 86.65

X1=8B
X2=C

Actual Factor
A=0

Remocén (%)

Figura 10. Graficos de superficie de las interacciones de los factores (A) Tipo de
agitacion y temperatura, (B) Tipo de agitacion y concentracion de colorante RC, (C)

temperatura y concentracion de colorante.

Usando los graficos de superficie (Figura 10), se representan los efectos de los factores
independientes (Tipo de agitacion, temperatura y concentracion de colorante) y su interaccion
en la decoloraciéon de RC, se puede predecir la respuesta y se pueden determinar los valores
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Optimos de decoloracion. Los graficos de superficie (Figura 10 A-C), muestran la decoloracion
de RC en funcién de dos factores, se puede apreciar una clara mejora en la decoloracion al
utilizar la agitacion neumatica, la cual provee una correcta homogenizacion e intercambio
gaseoso (Krishna Moorthy et al., 2021), también se puede observar que con bajas
concentraciones de colorante se puede tener una mejor remocion superando valores de 86 %,
esto es muy ldgico debido a la toxicidad del colorante a mayores concentraciones (de Souza
Kirnev et al., 2022), finalmente se puede apreciar que existe una ligera mejora en la remocion
a 35 °C de temperatura del proceso, debido a que las microalgas como C. vulgaris acelera su
metabolismo a temperaturas mayores a 30 °C (Herndndez-Zamora et al., 2014b; Ras et al.,
2013).

Para optimizar la decoloracion del RC, se uso disefio factorial completo 23 con tres factores
(Tipo de agitacion, concentracion de colorante y Temperatura), los niveles de los factores se
pueden apreciar en la Tabla 10. Utilizando los datos experimentales, se ajustd el modelo
polinémico de segundo orden (codificado) a los resultados de decoloracién el cual se presenta

a continuacion:

%R.RC = 69.0245 + 8.02554 + 3.671B — 2.522375C + 0.527AB + 0.466125AC
— 0.442125BC — 2.303625ABC

Para la optimizacion se tomo6 como criterios la minimizacion de la temperatura de trabajo, la
maximizacion de la concentracion de colorante y se mantuvo la agitacion neumatica (+1) que

fue la mejor y requiere menos gasto energético.

-1 1 20 35
A:Tipo de agitacion = 1 B:Temperatura = 20

2 4 52.45 86.65
C:Concentracion RC = 4 Remocién = 73.5415
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Figura 11. Rampas de optimizacion para la remocion de RC.

Como se observa en la Figura 11, la optimizacion numérica realizada en el software Design
Expert 13 ® indica que se puede lograr un 73,54 % de remocion, llevando a cabo el experimento
a 20 °Cy con una concentracion inicial de 4 mg/L de RC, manteniendo una agitacion neumatica
con una deseabilidad de 0,1 un valor muy aceptable (Jaafari & Yaghmaeian, 2019). La
importancia del valor de 73,54 % con las condiciones ante mencionadas es que se ha logrado la
optimizacion del proceso utilizando una significativa menor cantidad de energia (Gottipati &
Mishra, 2010).

4.4.Evaluacion de la remocion de azul de metileno y rojo Congo utilizando biomasa

inactiva de Chlorella vulgaris.

4.4.1. Capacidad de adsorcion de AM y RC con biomasa inactiva de C. vulgaris.

Se ejecutd un experimento para determinar la capacidad de adsorcion de AM por la biomasa
de C. vulgaris los resultados indican que existe una concentracion inicial de AM ideal para
obtener la mayor capacidad de adsorcidn, los experimentos se ejecutaron en un volumen de 100
mL, a 150 RPM, por 45 minutos, con 1 gramo de biosorbente como indica la norma ASTM
(ASTM, 2010).
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Figura 12. Capacidad de adsorciéon de AM y RC por C. vulgaris en funcion de la

concentracion inicial de colorante.

La capacidad de absorcion de AM y RC se muestra en la Figura 12. Se encontrd que la
capacidad de adsorcion de AM aument6 de 0,480 + 0,33 mg/g a 19,996 + 3,45 mg/g cuando la
concentracion inicial de AM se incrementaba de 5 a 200 mg/L. Luego, la capacidad de remocion
de AM se redujo a 8,629 + 1,13 mg/g cuando la concentracion inicial de tinte aumentd ain mas
a 300 mg/L.

La frecuencia de colisidn entre la molécula de tinte y la biomasa de células de microalga a
una concentracion inicial de tinte de 300 mg/L es mayor que a una concentracion de tinte de 50
mg/L (Chin et al., 2020). Por lo tanto, se absorben con éxito mas moléculas de tinte en la
superficie celular; cuando la concentracion inicial de tinte aumenta ain mas a 600 mg/L, esta
reduccién en la capacidad de remocion de AM indicé que las células de microalgas han
alcanzado un nivel 6ptimo para la adsorcion. El aumento en la concentracion inicial de
colorante conduce a la plenitud que ocupan los grupos funcionales de la superficie de las
microalgas. Ademas, las células que estaban completamente cubiertas por una capa de tinte

tienden a rechazar las moléculas libres de azul de metileno (Saeidi et al., 2017). Por lo tanto, la
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capacidad de adsorcion de tinte disminuye cuando la concentracion inicial de tinte es superior
a 200 mg/L.

Se pudo observar que la capacidad de adsorcion de RC aument6 de 0,980 + 0,321 mg/g a
22,99 * 5,22 mg/g cuando la concentracion inicial de RC se incrementaba de 5 a 100mg/L.
Luego, la capacidad de remocion de RC se redujo a 12,99 + 3,43 mg/g cuando la concentracién

inicial de tinte aumentd ain méas a 200 mg/L.

La concentracion inicial de colorantes se puede correlacionar con la capacidad de adsorcion
de un adsorbente. En general, el porcentaje de eliminacién disminuye con el aumento de la
concentracion inicial si el sitio activo en la superficie del absorbente estd saturado, mientras
que el porcentaje de eliminacion aumenta con el aumento de la concentracién inicial de
colorante si el sitio activo esta insaturado, donde la alta concentracion de tinte proporcionara
una gran fuerza impulsora de transferencia de masa hacia la adsorcion (Yu et al., 2021). La
adsorcion de tintes cationicos y aniénicos se ha demostrado utilizando biocarbon de microalgas
torrefactado en humedo con un enfoque del sorbente derivado de residuos y de bajo costo. Yu
et al. Elaboraron un biocarbon de microalgas torrefactado en humedo, logrando un alto
rendimiento en la adsorcién de AM y RC con capacidades maximas de adsorcion de 113,00
mg/g y 164,35 mg/g respectivamente, es notoria las cantidades de capacidad de adsorcién, sin
embargo es rescatable que las capacidades de adsorcion obtenidas en el presente estudio (19,
99y 22,98 mg/g de AM y RC respectivamente) fueron con un biosorbente a partir de biomasa
microalgal, sin uso de temperaturas altas de pirolisis u otros tipos de activacion que requieren
altos costos, entonces considerando el bajo costo del bioadsorbente su eficiencia es alta.

4.4.2. Optimizacion de la remocion de RC utilizando un disefio experimental de
Box Behnken.

Debido a que, en el anterior ensayo, el adsorbente a base de biomasa seca de C. vulgaris
mostro mayor afinidad por el RC, se procedio a realizar una optimizacion de este proceso. Para

lo cual se utilizé un disefio experimental de Box Behnken el cual se presenta en la Tabla 12.
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Tabla 12. Matriz experimental de Box Behnken para la optimizacion de remocién de
AM con biomasa de C. vulgaris.

Factor 1 Factor 2 Factor 3 Respuesta
. A:Velocidad de B:Concentracién de C:Masa de .
Corrida s Remocién
agitacion Colorante adsorbente
RPM mg/L g %
1 200 15 0.75 66.67
2 150 5 0.75 69.76
3 150 25 1.25 87.66
4 200 5 1 59.77
5 150 15 1 87.32
6 150 5 1.25 81.54
7 100 5 1 56.77
8 150 25 0.75 79.43
9 100 15 0.75 53.44
10 100 25 1 54.55
11 150 15 1 87.65
12 150 15 1 88.41
13 200 25 1 79.65
14 200 15 1.25 74.44
15 150 15 1 84.77
16 100 15 1.25 58.42

Luego de realizar el analisis en el software Design Expert 12 ® se obtuvo que el modelo es
significativo y la falta de ajuste es no significativa, los resultados se muestran en la Tabla 13.
El valor F del modelo de 117,27 implica que el modelo es significativo. Solo hay un 0,01% de
posibilidades de que se produzca un valor F tan grande debido al ruido. Los valores p inferiores
a 0,0500 indican que los términos del modelo son significativos. En este caso, A, B, C, AB, A,
B2, C2 son términos modelo significativos. Los valores superiores a 0,1000 indican que los
términos del modelo no son significativos. El valor F de la falta de ajuste de 0,96 implica que
la falta de ajuste no es significativa en relacion con el error puro. Hay un 51,26% de
posibilidades de que se produzca una falta de ajuste de un valor F tan grande debido al ruido.
La falta de ajuste no significativa es buena, queremos que el modelo encaje.
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Tabla 13. ANOVA del disefio experimental Box Behnken para la optimizacion de la
remocion de RC con biomasa seca de microalga.

Fuente Suma de Df Cuadrado Valor Valor
cuadrados medio F p
Modelo 2580.77 9 286.75 117.27 < significativo
0,0001
A-Velocidad de 411.13 1 411.13 168.14 <
agitacion 0,0001
B-Concentracion de 139.86 1 139.86 57.20 0.0003
Colorante
C-Masa de 134.15 1 134.15 54.86 0.0003
adsorbente
AB 122.10 1 122.10 49.94 0.0004
Corriente alterna 1.95 1 1.95 0.7959 0.4067
A.C 3.15 1 3.15 1.29 0.2996
A2 1657.10 1 1657.10 677.70 <
0,0001
B2 63.96 1 63.96 26.16 0.0022
C2 47.37 1 47.37 19.37 0.0046
Residual 14.67 6 2.45
Falta de ajuste 7.19 3 2.40 0.9613 0.5126 No es
significativo
Error puro 7.48 3 2.49
Cor Total 2595.44 15

Se obtuvo un modelo cuadratico, el cual representa la adsorcion de RC con la biomasa seca de
C. vulgaris, el modelo tuvo un correcto ajuste mostrando un R? de 0.9943, la ecuacidn final en
términos de factores codificados se presenta a continuacion:

%R.RC = 87.0375 + 7.16875A4 + 4.18125B + 4.095C + 5.525AB + 0.6975AC
— 0.8875BC — 20.35375A4% — 3.99875B* — 3.44125C*

La ecuacion en términos de factores codificados se puede utilizar para hacer predicciones sobre
la respuesta para niveles dados de cada factor. De forma predeterminada, los niveles altos de
los factores se codifican como +1 y los niveles bajos se codifican como -1. La ecuacién
codificada es util para identificar el impacto relativo de los factores mediante la comparacion
de los coeficientes de los factores.
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Figura 13. Validacion de supuestos estadisticos del modelo ajustado. (A) normalidad, (B)

homocedasticidad y (C) independencia.

La validacion del modelo experimental requiere la verificacion de supuestos estadisticos
(normalidad, igual varianza e independencia) (Haddaji et al., 2022). En la Figura 13 A se
muestra el grafico residual utilizado para comprobar los supuestos del modelo ajustado en
cuanto a remocion de RC. La suposicion de normalidad de los modelos es correcta si la gréfica
de residuos se asemeja mucho a una linea recta (Antony, 2023). De acuerdo con la Figura 13
A los puntos de datos de la respuesta Y1 estaban razonablemente cerca de la linea recta. Sin
embargo, aparece un ligero sesgo en los valores extremos. El grafico Residual Vs Predicho se
puede utilizar para ver si la varianza se distribuye habitualmente (Park et al., 2018) . Como se
muestra en las Figura 13 B, los residuos del modelo corresponden a nubes de puntos
completamente dispersas sin estructura ni forma particular a lo largo del eje de ordenadas, lo
cual confirma el cumplimiento del supuesto de homocedasticidad. E grafico de residuos frente

a orden se ilustran en la Figura 13 C; el | propésito de estos graficos es verificar la suposicion
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de que los residuos son independientes entre si. Si los puntos estan cerca uno del otro, los
residuos pueden estar correlacionados y, por lo tanto, no es independiente. Idealmente, los
residuos en la parcela deberian caer al azar alrededor de la linea central (Park et al., 2018). En
la Figura 13 C se observa que los residuos se distribuyen irregularmente, independientemente
del orden experimental; por lo tanto, no se viola el supuesto de independencia (Haddaji et al.,
2022).
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perturbacion del % de remocion de RC frente a la desviacion del punto de referencia.

En la Figura 14 A se ilustra el gréfico de la respuesta experimental real (% de remocion de
RC) frente a la respuesta predicha por el modelo. Los puntos de datos en el gréafico se adhieren
estrechamente a la linea lineal, lo que indica que el rango experimental estudiado fue explicado
adecuadamente por el modelo de superficie de respuesta con el disefio experimental de Box -
Behnken. La Figura 14 C ilustra la sensibilidad y la interaccion simultinea de todas las variables
independientes sobre el % de remocion de RC. El factor A, velocidad de agitacion fue el méas
pronunciado, lo que indica la alta sensibilidad del % de remocion de RC a este parametro. Las
lineas relativamente planas de concentracion de colorante (B) y masa de adsorbente (C)
representaban la menor sensibilidad de la respuesta a estos parametros. Este grafico concuerda
bien con los hallazgos de ANOVA en los que se determind que A es un factores cruciales en la
remocion de RC por el biosorbente (Tee et al., 2022).
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Figura 15. Graficos de respuesta superficial 3D de (A) AB, (B) ACy (C) BC.

La ()A representa la interacciones entre los factores velocidad de agitacion y concentracion
de colorante, donde se observa una tendencia de mayor eficiencia de remocion en condiciones
muy cercanas al punto central (150 RPM), este comportamiento se debe a que la una velocidad
de agitacion adecuada promueve la adsorcion, ya que al ser muy violenta se puede evitar que el
adsorbato se una al adsorbente (Tee et al., 2022). En la ()B se observa la interaccion entre la
masa del adsorbente y la velocidad de agitacion, donde nuevamente vemos que este parametro
es crucial para la remocion del RC manteniendo valores altos de remocion en la zona cercana
al punto central, la dosis de adsorbente al parecer no tiene mucha relevancia en el proceso, esto
no significa que se puede llevar a cabo la adsorcion con cantidades minimas, lo que nos da a
entender la gréfica es que no serviria de mucho aumentar la dosis de adosrbente ya que con la
cantidad usada es suficiente, esto se asemeja mucho a lo reportado por Oulkhir et al. (2023),

quien utilizé 1 gramo de biomasa de pericarpio de quinua para remover colorantes cationicos.
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Para la optimizacion se considerd que se debia mantener la masa de adsorbente en 1 gy la
velocidad de agitacion en 150 RPM, la concentracion de colorante a remover se maximizo y la

variable de respuesta también se maximizo.

150
100 200 5 25
A:Velocidad de agitacién = 150 B:Concentraciéon de Colorante = 25
1
0.75 1.25 53.44 88.41
C:Masa de adsorbente = 1 Remocion = 87.22

Figura 16. Rampas de optimizacion para la remocion de RC con biomasa seca de C.

vulgaris.

Los resultados de optimizacion dieron un valor teérico de 87.22 % de remocion de colorante
RC en un concentracién de 25 mg/L, tal como se observa en la Figura 16, esta remocion no fue
observada en la matriz experimental inicial con esta combinacion de niveles de los factores. La
funcion de deseabilidad de RSM se utilizo en la optimizacion de la remocion de RC del presente
estudio, identifica mejor combinacién de ajustes de factores que optimizan la respuesta deseable
a partir del objetivo deseado y el rango establecido para cada factor y respuesta. Se predijo una
deseabilidad y % de remocion de 87.22 % relativamente alto en los parametros optimizados de
dosis de adsorbente de 1 g, concentracion inicial de 25 mg/L y velocidad de agitacion de 150
RPM. Para la validacion de los resultados de optimizacion, se llevaron a cabo experimentos de
laboratorio por triplicado en las condiciones indicadas. Se determin6 que el % de remocién
experimental de 86.97 % alcanzado en estas condiciones concordaba bien con la respuesta
Optima prevista (87.22 %), con una mera diferencia del 0,28%. Este hallazgo confirma la alta
precision del modelo matematico desarrollado (Tee et al., 2022).
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

PRIMERA: Se logré determinar los parametros de crecimiento de C. vulgaris, utilizando el
medio de cultivo BBM, y dos tipos de agitacion, neumatica y orbital; se determiné que la
velocidad de crecimiento especifica no tuvo diferencias significativas entre los dos tipos de

agitacion empleados.

SEGUNDA: Tanto el azul de metileno como el rojo congo, presentaron inhibicién en el
crecimiento normal de C. vulgaris, sin embargo, el que tuvo mayor efecto inhibitorio fue el azul
de metileno, a pesar de los efectos inhibitorios la tasa de crecimiento no se bio afectada y la
generacion de biomasa fue menor, pero aceptable para continuar con experimentos de

optimizacion.

TERCERA: Se optimizo la remocion de azul de metileno y rojo congo, teniendo los mejores
resultados en rojo congo, alcanzando un porcentaje de 91 % de remocion utilizando temperatura
ambiente, agitacion neumatica y la mas alta concentracion de rojo congo, para azul de metileno

no se logré alcanzar una alta remocion, sin embargo, se podrian estudiar otras variables.

CUARTA: La remocion de colorantes con biomasa inactiva, fue muy exitosa alcanzando
porcentajes de remocién alrededor del 87 % para rojo congo, en la optimizacion se mantuvo la
dosis de adsorbente en 1 g, la velocidad de agitacién en 150 RPM, la concentracion de RC se
maximizo6 a 25 mg/L y se maximizd el % de remocion. La remocion experimental llegé al 86.97
% alcanzada en estas condiciones y concuerda bien con la respuesta 6ptima prevista (87.22 %),

con una mera diferencia del 0,28%.
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RECOMENDACIONES

e Se recomendaria utilizar otros medios de cultivo en lugar de BBM para que sean la
base de estudios de biodecoloracién de colorantes, asi mismo se podria plantear otros

tipos de agitacion, como la mecanica.

e Ademés del efecto inhibitorio en los pardmetros de crecimiento de C. vulgaris, seria
de gran importancia evaluar los efectos citotoxicos, fotosintéticos y efectos en la
produccién de exopolisacaridos y lipidos, que influyen mucho en la capacidad de

biodecoloracion y bioadsorcion de C. vulgaris.

e Se podria optimizar mucho mas la remocién de azul de metileno, utilizando otras
condiciones de cultivo o quizas algin consorcio microalgal que pueda trabajar en
presencia de altas concentraciones de colorantes. Ademas, es recomendable evaluar el
comportamiento de C. vulgaris en la biodecoloracién a diferentes longitudes de onda

de luz emitida.

e Se deben realizar estudios economicos para el escalamiento tecnologico de los
bioadsorbentes ya que estos pueden tener un gran desempeiio a nivel de laboratorio,

pero en procesos industriales se ven afectados por falta de viabilidad econédmica.
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ANEXOS

Anexo 1. Procesamientos estadisticos.

Tabla 14. ANOVA de velocidad de crecimiento especifico Vs tipo de agitacion.

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Tipo de agitacion 1 0.000150 0.000150 0.41 0.557
Error 4 0.001461 0.000365

Total 5 0.001611

Tabla 15. Agrupaciones de velocidad de crecimiento especifico Vs tipo de agitacion.

estadisticas con la prueba Tukey.

Tipo de
agitacion N Media Agrupacion
Neumatica 3 0.2367 A
Orbital 3 0.22667 A
Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
Tabla 16. ANOVA de tiempo de duplicacién Vs tipo de agitacion.
Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Tipo de agitacion 1 0.02282 0.02282 0.35 0.584
Error 4 0.25813 0.06453
Total 5 0.28095
Tabla 17. Agrupaciones de tiempo de duplicacién Vs tipo de agitacion.
Tipo de
agitacion N Media Agrupacion
Orbital 3 3.067 A
Neumatica 3 2943 A

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

76



Tabla 18. ANOVA de productividad Vs tipo de agitacion.

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Tipo de agitacion 1 0.000267 0.000267 0.62 0.477
Error 4 0.001733 0.000433
Total 5 0.002000
Tabla 19. Agrupaciones de productividad Vs tipo de agitacion.
Tipo de
agitacion N Media Agrupacion
Neumatica 3 0.4867 A
Orbital 3 0.47333 A

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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Figura 17. Diagrama de Pareto para efectos estandarizados de la optimizacion de la

decoloracién de AM.
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Figura 18. Diagrama de Pareto para efectos estandarizados de la optimizacion de la

decoloracién de RC.
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Anexo 2. Galeria fotogréafica

Figura 19. Cultivo de C. vulgaris con diferentes concentraciones de AM, apariencia al

primer dia (A) y al dia cinco (B).
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Figura 20. Cultivo de C. vulgaris con diferentes concentraciones de RC, apariencia al

primer dia (A) y al dia cinco (B).
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