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RESUMEN

El vertido de aguas residuales de la industria de curtido de pieles tiene un
alto contenido de cromo VI. En el Parque Industrial Rio Seco-Arequipa los
efluentes de curtido de pieles son vertidos al medio ambiente sin ningun
tratamiento, originando un gran impacto negativo ya que contaminan el
agua, suelo y aire, lo cual repercute en la salud humana y en cultivos de
zonas aledafas. En esta investigacion se realizé la bioabsorcién de cromo
VI de efluentes de curtiembres, utilizando la biomasa de la microalga
Desmodesmus quadricauda, para lo cual primero se realiz6 un ensayo de
tolerancia y adaptacion a cromo VI usando Dicromato de Potasio como
toxico de referencia y luego se realizé el tratamiento del efluente real de
curtiembre en un fotobiorector Air-Lift. En el periodo de adaptacion y
tolerancia se alcanzé una densidad de 140.00 x 10° cel. /mL, a una
concentracién de 50ppm de cromo VI seguido de 102.67x 10°cel./mL a la
concentraciéon de100ppm. La medida de peso seco siguié un patron similar,
alcanzando el mayor valor a la concentracion de 50ppm de cromo VI. El
tratamiento en fotobioreactor Air-Lift, logré reducir la concentracion de
cromo VI desde 29.60 mg/L hasta 1.70 mg/L. La capacidad de bioabsorcién
de cromo VI fue de 94.24 % durante 9 dias de evaluacion. Se concluye que
la microalga Desmodesmus quadricauda tiene gran potencial para reducir

cromo VI de efluentes de curtiembres.

Palabras clave: Cromo VI, Bioabsorcion, Desmodesmus quadricauda,

fotobioreactor Air-Lift.
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ABSTRAC

The wastewater discharge from the leather tanning industry is high in
chromium VI. In the Rio Seco Industrial Park-Arequipa the effluents from
leather tanning are discharged into the environment without any treatment,
causing a great negative impact since they contaminate the water, soil and
air, which affects human health and crops in surrounding areas. . In this
research, the bioabsorption of chromium VI from tannery effluents was
carried out, using the biomass of the microalgae Desmodesmus
qguadricauda, for which a tolerance test and adaptation to chromium VI was
first carried out using Potassium Dichromate as a reference toxicant and then
carried out the treatment of the actual tannery effluent in an AirLift
photobiorector. In the adaptation and tolerance period, a density of 140.00 x
105 cel was reached. / mL, at a concentration of 50ppm of chromium VI
followed by 102.67x 105cel./mL at the concentration of 100ppm. The dry
weight measurement followed a similar pattern, reaching the highest value at
the 50ppm concentration of chromium VI. The treatment in an Air-Lift
photobioreactor managed to reduce the concentration of chromium VI from
29.60 mg / L to 1.70 mg / L, representing a 94.24% percentage of chromium
VI bioabsorption from PIRS effluents during 9 days of evaluation. It is
concluded that the microalgae Desmodesmus quadricauda has great

potential to reduce chromium VI from tannery effluents.

Keywords: Chromium VI, Bioabsorption, Desmodesmus quadricauda, Air-Lift
photobioreactor.
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INTRODUCCION

Las empresas de curtiembres producen residuos liquidos y residuos sélidos,
dentro de los cuales se encuentran residuos organicos como grasas Yy
proteinas solubles liberadas por las pieles que contienen remanentes
quimicos de productos utilizados, tales como sulfuros, sulfatos, cloruros y
principalmente cromo (Saadi and Boulagouas,2017). En el Parque Industrial
Rio Seco, los efluentes son vertidos al medio ambiente sin ningdn
tratamiento, originando un gran impacto negativo ya que contaminan el
agua, suelo y aire, lo cual repercute en la salud humana y en cultivos de
zonas aledafas, en donde sus productos cosechados estan contaminados
con altas concentraciones de materia organica y metales pesados como el

cromo.

Arequipa es uno de los principales productores de cueros, y durante su
proceso los efluentes industriales son enviados directa o indirectamente al
rio Chili de esta ciudad, por lo que sus aguas presentan alta concentracion
de sales de cromo. Estos efluentes son vertidos desde las empresas de
curtiembres, las cuales pasan a los pozos de oxidacion ubicado en el
Parque Industrial Rio Seco, que después por rebose ingresa a las Canteras
de Sillar para finalmente desembocar en el rio Chili a la altura de
Uchumayo.

Existen tecnologias para el tratamiento de efluentes, basados en procesos
fisicoquimicos, pero estas tecnologias son muy costosas y poco accesibles.
Uno de los retos para hacer frente a la contaminacion por cromo VI, es el
meétodo natural de bioabsorcién usando microorganismos (Lasindrang et al,
2015).

La biorremediacion de estos efluentes contaminados utilizando
microorganismos, representa una alternativa viable para nuestra realidad, ya

gue su costo es bajo y su especificidad es alta.

Debabrata et al., (2019) realizaron un estudio de biosorcién utilizando la
biomasa de la microalga Scenedesmus sp., en el cual para evaluar su

efecto se examinaron diferentes parametros relevantes como el pH inicial, el
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tiempo de contacto, la concentracion inicial de Cr (VI), la dosis de
biosorbente, el tamafio de las particulas y la temperatura. El analisis revel6
la presencia de grupos funcionales facilmente hidrolizados como los
aldehidos, amidas, acidos carboxilicos y fosfatos que podrian unirse al
cromo. Este estudio recomendo6 que el Cr (VI) téxico podria eliminarse de
diferentes muestras de agua contaminada utilizando la biomasa de
microalgas; sin embargo, requiere atencién en otros lados, como la
activacion de la biomasa, la interferencia de otros iones, la elevacion del pH
experimental, la gran generacion y recoleccion de biomasa, la desorcion de
la biomasa cargada con cromo y la recuperacion del valor energético de la

biomasa residual.

Entre las técnicas biotecnoldgicas, la bioabsorcion es vista como una de las
opciones mas valiosas para la eliminacion de contaminantes de aguas
residuales. Recientemente, el descubrimiento de biosorbentes, se muestra
favorable cuando se compara con las técnicas convencionales, como la del
uso de carbon activado y resinas de intercambio ionico (Calfa y Torem,
2008).

Hasta donde se sabe actualmente existen pocos estudios acerca del uso de
microalgas en la remediacion de efluentes con cromo. Por lo anteriormente
descrito, esta investigacion plantea el uso de tecnologias limpias usando la
biomasa de Desmodesmus quadricauda como alternativa de solucion para
la remediacion de efluentes de las curtiembres del Parque Industrial Rio

Seco, Arequipa.
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GLOSARIO DE TERMINOLOGIA

Absorcion: Es una operacion que consiste en la transferencia selectiva de
uno 0 mas componentes presentes en una fase gaseosa hacia la fase
liguida con la que se pone en contacto.

APHA: (American Public Health Association) Asociacion Estadounidense de
Salud Publica.

Bioabsorcion: Proceso que consiste en la separacion o asimilacién de uno
0 mas componentes (iones, nutrientes, metales, etc.) de una mezcla
mediante el uso biomasa de microorganismos.

Biomasa: La bhiomasa es materia organica acumulada en un individuo
utilizado como fuente energética.

Desorcién: Es una operacion donde uno o mas componentes de la fase

liguida se transfieren selectivamente a la fase gaseosa.

Fotobiorreactor: Son dispositivos que tienen como objetivo el cultivo
masivo de microalgas, para lo cual tienen que mantener un medio estable

(temperatura, pH, luz y nutrientes) para garantizar su crecimiento.

FTIR: Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier, es un método
efectivo para una identificacion y un analisis cuantitativo de sustancias

extranas.

LMP: El Limite Maximo Permisible es la medida de la concentracién o grado
de elementos, sustancias o parametros fisicos, quimicos y biolégicos, que
caracterizan a un efluente o una emisién, que al ser excedida causa o

puede causar dafios a la salud, al bienestar humano y al ambiente.

Metales pesados: Los metales pesados son un grupo de elementos
qguimicos que presentan densidad alta y que son en general toxicos para los

seres humanos y el ambiente.

PIRS: Parque Industrial del Rio Seco.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM =&  DE SANTA MARIA

Remediacion: Es el conjunto de actividades a desarrollarse en un sitio
contaminado con la finalidad de eliminar o reducir contaminantes, a fin de
asegurar la proteccion de la salud.
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CAPITULO 1: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1. DIAGNOSTICO SITUACIONAL

En Arequipa, las curtiembres del PIRS (Parque Industrial Rio Seco)
producen residuos liquidos y soélidos, dentro de los cuales se encuentran
residuos organicos como las grasas Yy las proteinas solubles, las cuales son
liberadas por los cueros; a la vez también se generan remanentes quimicos
por los productos utilizados, tales como sulfuros, sulfatos o cloruros y
principalmente cromo.

Estos efluentes son vertidos al medio ambiente sin antes tener tratamiento
alguno, originando un gran impacto negativo ya que contamina el agua,
suelo y aire lo cual repercute en la salud humana y en cultivos de zonas
aledafas, cuyos productos cosechados estan contaminados con
concentraciones elevadas de materia organica y metales pesados como el

cromo.

El departamento de Arequipa es uno de los principales consumidores del
sulfato de cromo, ya que existen aproximadamente 60 curtiembres entre
formales e informales; estas curtiembres utilizan sulfato de cromo para curtir
el cuero, que posteriormente después del proceso del curtido, los efluentes
industriales son enviados directa o indirectamente al rio Chili, contaminando

el agua con altas concentracion de sales de cromo.

1.2. FORMULACION DEL PROBLEMA

¢, Sera posible la bioabsorcion de cromo VI en efluentes del Parque Industrial
Rio Seco (PIRS) mediante la microalga Desmodesmus quadricauda?

1.3. HIPOTESIS

La biomasa de la microalga Desmodesmus quadricauda presenta una alta
capacidad de bioabsorcién de cromo VI presente en los efluentes de la

industria de curtido de pieles del Parque Industrial Rio Seco (PIRS).
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1.4. OBJETIVOS

1.4.1. Objetivo general

Determinar la bioabsorcion de cromo VI en efluentes de la industria del
curtido de pieles del Parque Industrial de Rio Seco (PIRS), mediante la
microalga Desmodesmus quadricauda.

1.4.2. Objetivos especificos

- Determinar los parametros fisicoquimicos en efluentes de la
industria del curtido de pieles del Parque Industrial de Rio Seco
(PIRS).

- Determinar la tolerancia de la microalga Desmodesmus
guadricauda a diferentes concentraciones de cromo VI.

- Disefiar un sistema de fotobioreactor Air-Lift para la bioabsorcion
de cromo VI en efluentes de la industria del curtido de pieles del
PIRS, con biomasa de la microalga Desmodesmus quadricauda.

- Determinar la concentracion residual y capacidad de bioabsorciéon
de cromo VI en efluentes de la industria del curtido de pieles del

PIRS, tratados mediante la microalga Desmodesmus quadricauda.

1.5. JUSTIFICACION

Uno de los retos para hacer frente a la contaminacion por la industria del
curtido del cuero, es la eliminacién de cromo y la materia organica de las
aguas residuales industriales de forma natural por el método de

bioabsorcién usando microorganismos. (Lasindrang et al., 2015)
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1.5.1. Ambiental

El uso de microalgas en biorremediacion presenta ciertas ventajas frente a
otras alternativas tradicionales; resultando ser mucho mas selectivas, de
mayor eficacia para grandes volumenes y generando pocos 0O ningun
subproducto contaminante en su proceso, obteniendo como resultado un

minimo impacto ambiental. (Zheng et al., 2008)

1.5.2. Econ6émica

La implementacion de sistemas eficientes de remocién de metales como el
cromo mediante el cultivo de microalgas permitira reemplazar algunos
métodos convencionales de purificacion de aguas que son complejos en su
implementaciéon y monitoreo, asi como su elevado costo de insumos
quimicos, energia y gastos de operacion. (Lasindrang et al, 2015)

1.5.3. Social

Es importante reconocer que el entorno social es quien mas se vera
beneficiado, pues permitira la posibilidad de implementacion de una mejor
opcién al manejo de residuos de la industria de curtiembres, minimizando de
manera casi completa las molestias a los residentes cercanos a las zonas
afectadas por la contaminacién que producen los efluentes con este metal
toxico. (Jena et al., 2014)

1.5.4. Tecnoldgica

Entre las técnicas biotecnolégicas, la bioabsorcidén es vista como una de las
opciones mas valiosas para la eliminacion de contaminantes de las aguas
residuales. Recientemente, el descubrimiento de biosorbentes, se muestran
favorables cuando se compara con las técnicas convencionales como el uso
de carbono activado y resinas de intercambio i6nico. (Calfa and Torem,
2008)
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1.6. VARIABLES

1.6.1. Variable independiente (X)
- Concentracion de cromo VI

- Tiempo de exposicion al contaminante

1.6.2. Variables dependientes (Y)

- Biomasa de la microalga

1.6.3. Operacionalizacion de variables

Tabla 1. Definicion operacional y conceptual de las variables en
condiciones de laboratorio (ENSAYO DE TOLERANCIA).

-VARIABLEINDICADOR ...... ......... . ECNICA ..... s —

o R —— i IO, T T TT I TITIITIT ;

_ Concentracion ) :
: VARIABLE . Concentracion : ] Método i
:  residual de o . Espectrofotometro
. INDEPENDIENTE | decromo VI . colorimétrico
cromo VI
,......................,ConteoceIUIar, ................. '.
Recuento ) Camara de
. en camara de
: celular Neubauer
VARIABLE : Biomasadela . Neubauer
DEPENDIENTE @  microalga . Medida del _
. Pesoseco Balanza analitica
peso seco
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Tabla 2. Definicién operacional y conceptual de variables en condiciones
de fotobiorreactor (condiciones ambientales)

VARIABLE INDICADOR TECNICA . INSTRUMENTO
' Tiempo de
. exposicion de : :
| VARIABLE E¥#Biomasade | Dias Obif\sé\r/\iglgsn 5 Cronémetro
. INDEPENDIENTE: Desmodesmus ' .
: : - de 2,4,y 6 dias
quadricauda
al : : ;
contaminante : : :
. Concentracion Concentracion Método
VARIABLE . residualde : residual de cromo: AN 2o . Espectrofotémetro
DEPENDIENTE :  cromo VI VI :
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CAPITULO 2: FUNDAMENTO TEORICO

2.1. ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

Actualmente el género Scenedesmus fue renombrado como género
Desmodesmus (Hegewald and Braband, 2017).

Realizaron un estudio de biosorcién utilizando la biomasa de la microalga
Scenedesmus sp. como adsorbente para la eliminacion de cromo
hexavalente de la solucion. Para evaluar su efecto se examinaron diferentes
parametros relevantes como el pH inicial, el tiempo de contacto, la
concentracién inicial de Cr (VI), la dosis de biosorbente, el tamafio de las
particulas y la temperatura. Se encontrd que eran efectivos con un maximo
de 92.89% de carga de cromo VI en la biomasa. El andlisis FTIR revelo la
presencia de grupos funcionales facilmente hidrolizados como los aldehidos,
amidas, acidos carboxilicos, fosfatos y haluros, que se cargaron
positivamente por debajo del punto de carga cero a pH 2,65. La biosorcion
procedié a través del mecanismo de adsorcién anionica y siguié el modelo
cinético de primer orden. Su viabilidad se confirm6, ya que los datos
experimentales se ajustaron a las isotermas de Langmuir y Freundlich. La
biosorcion fue esponténea la cual aument6 con la temperatura. El cambio de
entropia positivo sugirié la aleatoriedad en la interfaz solido-liquido. Este
estudio recomend6 que el Cr (VI) téxico podria eliminarse de diferentes
muestras de agua contaminada en las minas de cromita cercanas utilizando
la biomasa de microalgas. Sin embargo, requeria atencion en otros lados,
como la activacion de la biomasa, la interferencia de otros iones, la
elevacion del pH experimental, la gran generaciéon y recoleccion de
biomasa, la desorcion de la biomasa cargada con cromo y la recuperacién
del valor energético de la biomasa residual. (Debabrata et al., 2019)
Estudiaron las respuestas fisiologicas de Scenedesmus quadricauda al
exceso de Cr VI y Cr lll. El contenido total de Cromo VI que se administro
fue de 1 pg de ambos estados de oxidacion y de 10 ug de Cr VI, se detectd
un alto potencial de acumulacién (80-82% y 41-65% en tratamientos de 1y
10 ug, respectivamente). El indicador de fluorescencia especifico confirmé la

reduccion parcial de Cr VI a Cr Ill en condiciones de exposicion. La
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viabilidad y la autofluorescencia de clorofila se agotaron mas con Cr (VI)
mientras que Cr lll estimulé el aumento de ROS (especies reactivas de
oxigeno) y la peroxidacion lipidica. Las actividades enziméticas
antioxidantes mostraron valores significativamente mas altos en los
tratamientos de ambos estados de oxidacion de cromo. No se reflejé
alteracion de proteinas mitocondriales solubles totales, lo que indica que la
sensibilidad de este organulo al Cromo, no mostraron un claro efecto
relacionado con el estado de oxidacion. Se demostré que el Cr (VI) no es
mas toxico que Cr (Ill)" al menos para algunos parametros. (Kovacik et al.,
2015)

En la investigacion “Remociéon de cromo mediante el uso de un bioreactor
utiizando Scenedesmus obliquus inmovilizado” realizaron la remocién de
cromo presente en aguas residuales galvanicas reales, empleando un
reactor con cultivo inmovilizado de Scenedesmus obliquus. La eficiencia de
remocion de cromo fue del 92,40 %, recuperandose el 83 % de la masa de
cromo presente en el efluente residual original. La temperatura del efluente
residual estuvo entre 29,4 y 34 °C, condicion 6ptima para el buen desarrollo
del alga y del proceso de remocion de los metales pesados. (Pellon et al.,
2011)

En la investigacion, “Bioadsorcion de Pb®" en una columna empacada con
biomasa”, realizaron la bioadsorciéon de Pb?' a escala de laboratorio
utiizando una columna empacada con biomasa del alga Chlorella sp.
inmovilizada en pellets de alginato de calcio, variando el tamafo de
particula, el pH, y la concentracién de Pb?*, determinando que la mejor
bioadsorcién del metal fue a pH 5 y con un tamafio de pellet de 5mm de
diametro, tanto en disoluciones metalicas de concentracion de 100 como de
500 mg/L. Posteriormente la bioadsorcién de Pb®" fue estudiada en el
mismo sistema a escala de banco de laboratorio con un rango de flujo de 40
a 80 mL/min. El coeficiente de transferencia de masa fue determinado
ajustando los datos experimentales a las ecuaciones de continuidad,
resultando mayor la transferencia de masa a 80 mL/min. (Almaguer et al.,
2010)
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2.2 MARCO TEORICO
2.2.1. Industria del Curtido

El proceso de transformacion de la piel de animal en cuero se caracteriza
por el consumo de elevadas cantidades de agua, como consecuencia de
este elevado consumo de agua, los efluentes generados en cada actividad
contienen altas concentraciones de cromo, sulfuro y/o materia organica.
(Karl ,2017)

En Arequipa, las curtiembres del Parque Industrial de Rio Seco (PIRS)
utilizan grandes cantidades de sales de cromo y sulfuros por lo que se han
convertido en una actividad industrial altamente contaminante del sector,
generando residuos liquidos con elevadas concentraciones de cromo que
sin ningun tratamiento son descargadas a una “laguna artificial” formada por
estancamiento de las aguas residuales, contaminando los sembrios de la
parte baja de la provincia conforme el agua avanza por la cuenca, sin
considerar que hay sectores de la poblacion que consumen directamente

esta agua sin previo tratamiento. (MINAM, 2010)

2.2.2. Contaminacién ambiental generada por las curtiembres

La industria del cuero es considerada uno de los sectores mas
contaminantes, pues en el proceso del curtido son necesarios alrededor de
500 kilos de productos quimicos para el procesamiento de una tonelada de
cuero crudo, se estima que un 85% no se incorporan en el cuero acabado,
asi este se convierte en contaminante del medio ambiente: agua, suelo y
aire. (Centro Panamericano de Ingenieria Sanitaria y Ciencias del Ambiente,
2012)

La industria de la curtiembre tiene un enorme impacto desde el punto de
vista ambiental, dada las caracteristicas de los efluentes que elimina a los
cursos de agua. Ello determiné que, en los Ultimos afios, se hicieran
importantes esfuerzos para el desarrollo en el area de los insumos
guimicos, para responder a la demanda creciente por productos menos
agresivos y mas compatibles con las pautas establecidas por la ecologia. Se

precisa, por tanto, que en los efluentes de la curtiembre se destacan: el
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cromo, acido sulfurico, el sulfuro, los sélidos en suspension y el nitrogeno
amoniacal. Se considera también la enorme demanda de agua y, en
consecuencia, las descargas no son sélo abrumadoras, sino que

transportan una carga contaminante muy alta. (Lazo, 2017)

2.2.3. Elcromo

El cromo es un metal de transicién localizado en el grupo VI-B de la Tabla
Periodica. Aunque puede existir en varios estados de oxidacion, las formas
mas comunes y estables en el ambiente son el Cr+3 y Cr+6, los cuales
poseen propiedades quimicas distintas. El Cr+6 , considerado la forma méas
téxica del cromo, se encuentra usualmente asociado al oxigeno en forma de
cromatos (CrO4 -2 ) y dicromatos (Cr207 -2 ), que debido a su gran
solubilidad son altamente méviles en el suelo y en ambientes acuaticos. El
cromo se encuentra en el medio ambiente en su forma natural como Cr (l11).
Sin embargo, la generacion de Cr (VI) se crea por la oxidacion de Cr (lll)
durante varios procesos industriales y se descarta como desechos
industriales. El transporte de Cr (VI) dentro de los ambientes terrestres y
acuaticos se ve muy afectado por la especiacién quimica. La afinidad por los
procesos quimicos y fotoquimicos de transformacién redox, precipitacion,
disolucion, adsorcion y procesos de sorcion que ocurren a nivel tréfico en el
ambiente determina el ciclo biogeoquimico de Cr (VI). (Debabrata, 2017)

El Cr (VI) es finalmente consumido por diferentes plantas y animales del
medio ambiente. Esto puede causar serios problemas de salud. Por
ejemplo, Cr (VI) actia como oxidante directamente en la superficie de la piel
0 puede ocurrir absorcion a través de la piel, especialmente si la superficie
de la piel esta dafiada. ElI cromo absorbido en el sistema sanguineo a través
de los pulmones es excretado por el rifidbn y el higado. La absorciéon
prolongada causa dafio renal y hepatico agudo debido a una inflamacién
severa dentro de las células. (Debabrata, 2017)

2.2.4. Biorremediacioén

Uno de los mayores problemas ambientales es la acumulacion de metales

pesados en los ecosistemas producto de desechos industriales mal
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tratados, una alternativa eficiente y rentable es el tratamiento a través de

técnicas de biorremediacion. (Castro et al., 2003)

La biorremediacién es una técnica que utiliza organismos biolégicos para
remediar, restablecer o devolver un suelo, agua o aire a un estado limpio,
libre de contaminantes o, al menos disminuir la concentracion de
contaminantes a niveles no toxicos. Uno de los objetivos del uso de la
biorremediacion es aumentar y mejorar la biodegradacion por los
organismos nativos, lo que se conoce como biorremediacion intrinseca, o
por medio de la adicion de organismos para llevar a cabo un cambio en ese

ambiente. (Harman, 2004)

El rol de los microorganismos es fundamental en los ciclos biogeoquimicos
de los metales y su utilizacion en los procesos de biorremediacién de
desechos sdlidos y liquidos es esencial para el cuidado del medio ambiente.
Dentro de la amplia diversidad microbiana, existen microorganismos
resistentes y/o tolerantes que son de particular interés como captores de
metales en sitios contaminados, debido a que ambos pueden extraer los
contaminantes y participar en el proceso de biorremediacion. (Chaudhuri
and Lovely, 2003)

Los microorganismos modifican la concentracion de metales pesados en el
ambiente, pues estos cuentan con mecanismos enzimaticos y no

enzimaticos para remover metales en solucion. (Rajendran, et al., 2003)

La capacidad de remocién de metales por bacterias, microalgas y hongos es
superior a la capacidad reportada con métodos fisicoquimicos
convencionales, también se conoce que la adquisicion y remocién de los
metales pesados puede ser selectiva teniendo en cuenta la capacidad
metabolica de cada especie biorremediadora y el tipo de metal. (Zheng et
al., 2008)

2.2.5. Mecanismos de captura de metales pesados por microalgas

La biosorcion es un fendmeno superficial, que es rapido, reversible e

independiente del metabolismo de la célula. (Bulgariu, 2015)
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La pared celular de las microalgas esta compuesta de proteinas, cadena
polimérica de diferentes moléculas de azucar tales como almidén, celulosa,
hemicelulosa y lipidos que constituyen diferentes grupos funcionales (-
COOH, -OH, -PO3, -SH2 y -NH2. (Bulgariu, 2015)

Estos grupos funcionales conducen a la unidon eficiente de diferentes
metales pesados, lo que convierte a las microalgas en una excelente
superficie de bioabsorcion. (Anastopoulos, 2015)

La biaoasorcion se puede clasificar en dos procesos: adsorcion fisica y
adsorcion quimica. La adsorcion fisica puede definirse como la retencion de
iones metdlicos en el bioabsorbente, es decir, la biomasa de algas en virtud
de la fuerza de Van der Waals y la interaccion electrostética, mientras que la
bioabsorcién quimica implica una reaccion quimica como el intercambio
i6nico. (Anastopoulos, 2015)

Estos dos mecanismos pueden diferenciarse en funcién de su cambio en la
entalpia, que se calcula mediante la isoterma de adsorcion a diferentes
temperaturas. (Bulgariu, 2015)

El valor del cambio en la entalpia entre 2.1 y 20.9 kJ / mol indica el proceso
como adsorcion fisica, mientras que un valor que varia de 80 a 400 kJ / mol
define el proceso como adsorcion quimica. (Bulgariu, 2015)

En funcidon de los procesos elementales involucrados en el proceso de
absorcion, el mecanismo de biosorcion se puede clasificar como: biosorcién
quimica, que implica una reaccién quimica, y biosorcion fisica, donde la
retencion de iones metélicos ocurre a traves de Van der Waals o interaccion
electrostatica. La diferencia entre estos dos tipos de mecanismos de
biosorcién esta dada por la magnitud del cambio de entalpia (DH) para un
proceso de biosorcion dado, calculado a partir de las isotermas de
biosorcidén obtenidas a diferentes temperaturas. (Senthilkumar et al., 2006)
Por lo tanto, se consideré que un cambio de entalpia que varia de 0.5 a 5
kcal/ mol (2.1- 20.9 Kj/mol ) indica un mecanismo de biosorciéon fisica,
mientras que un valor de cambio de entalpia entre 5 y 100 kcal/mol (20.9-
418.4 kJ/mol) muestra que las interacciones quimicas son predominantes en
el proceso de biosorcion.(Deng et al., 2007).En general, el proceso de
biosorcidon en microalgas no vivas sigue un mecanismo quimico, mientras

gue los principales factores importantes que determinan la naturaleza de los
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procesos elementales son:(1) Tipos de grupos funcionales presentes en la
superficie de las microalgas; (2) Naturaleza de las especies de metales
pesados a partir de una solucién acuosa; (3) Caracteristicas de la solucién
acuosa (pH, fuerza iénica, presencia de iones competidores, etc.). (Deng et
al., 2007)

2.2.6. El mecanismo de intercambio iénico

El mecanismo dominante de la biosorcién de metales pesados se considera
en microalgas (Herrero et al., 2006), donde las interacciones elementales
pueden variar desde fisicas (fuerzas electrostaticas o de van der Waals) a
quimicos (i6nicos o covalentes). En general, las microalgas contienen en su
estructura iones metalicos moviles como K+, Na+, Ca+2 y Mg+2, que estan
unidos al grupo acido funcional de las microalgas. En el proceso de
biosorcién, estos aniones se intercambian con metales pesados, de acuerdo

con la reaccion:
R -X"+M" «—» R -M"+ X"

Donde R es el grupo funcional de la superficie de microalgas; X" es un ion
movil (por ejemplo, K+, Na+, Ca+2, Mg+2, etc.); y M" es el ion de metal
pesado presente en solucion acuosa. Las microalgas pueden retener iones
de metales pesados de una solucién acuosa y liberar tales iones moéviles en
solucion. La biosorcion de varios metales pesados (como Pb (1), Cd (lII), Cu
(I, zZn (I), etc.) usando diferentes tipos de microalgas (Scenedesmus
obliquus, Chlorella pyrenoidosa) ocurre predominantemente por intercambio
i6nico interaccion (Zhou et al., 2012; Mirghaffari et al., 2014). Los estudios
experimentales han demostrado que la cantidad de iones metalicos ligeros

es mayor al final del proceso de biosorcion.

2.2.7. El mecanismo de complejaciéon

Es otro posible mecanismo que puede aparecer en el proceso de biosorcion,
gue implica la formacién de un complejo en la superficie celular, entre iones
de metales pesados a partir de una solucion acuosa y grupos funcionales de

microalgas. (Aksu et al., 1992)
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Aksu et al. (1992) ha demostrado que la biosorcion de iones Cu (ll) en
Chlorella vulgaris se produce a través de un mecanismo de complejacion
que implica la formacién de enlaces de coordinacion entre iones metdlicos y
grupos amino y carboxilo de los polisacéridos de la pared celular de las
microalgas. Cabe sefalar que en el mecanismo de complejacion, estan
involucradas tanto las interacciones electrostaticas como las interacciones
covalentes y / o coordinadas, y, en comparacion con un mecanismo de
intercambio iénico, los complejos superficiales resultantes son mas estables.
Debido a esto, la regeneracion de tales biosorbentes requiere la utilizacion
de agentes complejacion fuertes, como el acido etilendiaminotetraacético.
Sin embargo, las interacciones de complejacion se han evidenciado como
interacciones elementales en muchos procesos de biosorcién en varios tipos
de microalgas, especialmente a una alta concentracion inicial de iones de

metales pesados.
2.2.8. El mecanismo de microprecipitacion

Puede tener lugar cuando el pH de la solucion aumenta drasticamente
durante la biosorciéon y / o incluso cuando las concentraciones de iones
metalicos en los efluentes acuosos aumentan hasta su saturacion. En este
caso, los metales pesados de la soluciobn pueden precipitar, y los
microprecipitados obtenidos se depositan en la superficie de la biomasa. La
microprecipitacion puede tener lugar dependiendo o no de la naturaleza de
las microalgas, y puede producir una distorsibn de los resultados de
biosorcion y dificultar la determinacion de la cantidad de absorcion de iones
metalicos. (Han et al., 2007)

2.2.9. Factores que influyen en la biosorcion de metales pesados en
microalgas

El disefio de un proceso eficiente de bioremediacion de metales pesados
para efluentes acuosos por biosorcion en microalgas supone principalmente
la identificacion y optimizacion de los factores mas importantes que pueden
influir en la capacidad de absorcion del biosorbente. Esto sucede porque es
bien sabido que la eliminacion de iones metalicos de la solucion acuosa

mediante biosorcion se lleva a cabo con la méaxima eficiencia solo en
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condiciones experimentales bien definidas. En el caso de las microalgas, los
factores mas importantes que afectan su rendimiento biosorptivo
pudiéndose dividir en dos categorias: (1) factores de biomasa, tales como
medio de crecimiento, propiedades superficiales especificas de las
microalgas, pretratamiento de células , etc .; y (2) factores del proceso,
como el pH inicial de la solucidn acuosa, la concentracién de biosorbente, el
tiempo de contacto, la temperatura, la metodologia experimental, la altura
del lecho, el caudal de la solucidn, la concentracion de metales pesados,
etc. (Han et al.,2007)

a. La biomasa

Las condiciones de crecimiento y desarrollo pueden influir en el rendimiento
bioabsorcién de microalgas. Los datos presentados en diversos estudios
indican que el crecimiento de microalgas en medio salino tiene un mayor
contenido de polisacéaridos que los desarrollados en agua dulce, por tanto su
eficiencia en el proceso de biosorcién varia en un amplio intervalo. Sin
embargo, se demostré que las microalgas que tienen una gran cantidad de
grupos funcionales disponibles en su superficie, exhiben mejores
caracteristicas de biosorcion, pero esto depende tanto de la naturaleza de
las microalgas como del pretratamiento de biomasa antes de su utilizacion

como biosorbente. (Bulgariu, 2015)

Por lo general, la biomasa de microalgas se centrifuga a diferentes
velocidades e intervalos de tiempo, para obtener la biomasa cruda. Esta
biomasa se trata previamente, en la mayoria de los casos mediante secado,
y por lo tanto el biosorbente da como resultado, que se conserve mas
facilmente y pueda usarse durante un largo periodo. Este paso de
pretratamiento se realiza con mayor frecuencia a un intervalo de
temperatura de 50° — 60° C durante 12-24 h, porque en estas condiciones la
biomasa no se degrada y los grupos funcionales superficiales no se alteran.
(Bulgariu, 2015)

b. Factores de proceso
Dependiendo de la metodologia, los principales factores de proceso que

influyen significativamente en el rendimiento biosorptivo de las microalgas y
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que deben optimizarse son :(1) Para el sistema de lotes: pH de la solucién,
dosis de biosorbente, tiempo de contacto, temperatura; (2) para sistemas
continuos: altura del lecho biosorbente, velocidad de flujo de solucién
acuosa que contiene metales pesados, concentracion inicial de iones de
metales pesados. El pH de la solucion es uno de los parametros
experimentales mas importantes que influye no solo en la especiacion y
solubilidad de los iones de metales pesados, sino también en el grado de
disociacion de los grupos funcionales de la superficie biosorbente (p. Ej.,
Hidroxilo, carboxilo, carbonilo, amino, etc.), considerados como sitios de
biosorcion. Desde este punto de vista, muchos estudios han demostrado
gue los valores de pH en el intervalo de 3 y 6.5 conducen a una mayor
capacidad de biosorcién de la mayoria de las especies de metales pesados
en microalgas (Tabla 3). (Gao and Wang, 2007)

Tabla 3. Condiciones experimentales 0ptimas utilizadas en el caso de la
bioabsorcion de metales pesados en algunas microalgas.

: TIEMPO DE :
i METAL BIOMASA TEMP
MICROALGA i PH CONTACTO i REFERENCIA
: PESADO : (GIL) (°C)
: i (MINUTOS) :
i Monteiroetal.
Scenedesmus | Zn(ll) 0.02 90 i Temperatura
. ) i (2011) Kumar et
obliquus £oCu(ln 0.03 60 . ambiente ! s
al. (2014)

Scenedesmus Cd(l1) Temperatura ; Mirghaffari et al.

. ‘ . ¢ 020 60 ‘ . ‘
quadricauda : Pb(ll) . ambiente (2014)
oy . Avica et al. (2005)
¢ Chlamydomona i 20 { 010 120 { Temperatura
_ 2 Pb(, _ i Bayramoglu et al. :
s reinhardtii i50-6.0: 020 : 60 i ambiente i
- Cd(iny (2006)
Chlorella cdqn, Aksu and
_ i 40 - 120 25
vulgaris Ni(ll) Donmez (2006)
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Chlorella Nasreen et al.

o Cr(lll) :4.0-5.0: 0.1 60 25

i sorokiniana (2008)
g................................:...........----- ............................ ;, ........................ ;, ........................... ;, ................................... f....................................... ............. é...l..l...p.rt.g...a...lj-i.(.:i........----;
i Oedogonium )

hate Cr(v) : 20 : 08 110 25 ¢ Rastogi (2009)
Nid) ¢ 50 ¢ 07 80 45 . Guptaetal.

3 3 f f ' (2010)

Esto estd de acuerdo con la quimica de la soluciéon metélica, donde los
metales pesados poseen una alta solubilidad y estan presentes en la
solucién como especies ionicas simples, que tienen el efecto mas toxico y
una mayor biodisponibilidad.(Stumm y Morgan, 1996)

En consecuencia, la especiacion y solubilidad de metales pesados en
funcion de las variaciones de pH es uno de los criterios mas importantes
para seleccionar el tipo de biosorbente de microalgas. A valores de pH
inferiores a 3, la capacidad de absorcion de las microalgas es menor,
principalmente debido a la competencia entre los protones y los iones de

metales pesados por los sitios de union del biosorbente. (Zhao et al., 2013)

Por encima de pH 6.5, los iones de metales pesados tienden a precipitar
como hidroxidos, y solo una pequefia cantidad de metales pesados
permanece en solucion y puede ser retenida por interacciones con grupos
funcionales presentes en las microalgas. La dosis de biosorbente es otro
parametro que debe optimizarse para garantizar la viabilidad econémica y
ambiental del proceso de biorremediacion. Por lo tanto, la utilizacion de
grandes cantidades de biosorbente no solo aumentard el costo de los
procesos de biosorcion, sino que también generard grandes cantidades de
desechos cargados con metales pesados, lo que tendra un impacto negativo
en el medio ambiente. Por otro lado, una cantidad demasiado pequefa de
microalgas afectara significativamente la eficiencia de la biosorcién, y los
procesos de biorremediacion seran inadecuados para aplicaciones a gran
escala. Por lo tanto, para disefiar un sistema de biorremediacion
econdmicamente viable para la biosorcion de iones de metales pesados, la

dosis Optima de biosorbente debe seleccionarse después de una cuidadosa
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comparacion de los resultados experimentales. La Tabla 3 resume los
valores de la dosis 6ptima de biosorbente utilizada para la eliminaciéon de
iones de metales pesados de ambientes acuosos, en diferentes tipos de
microalgas. El tiempo de contacto también tiene un papel importante para
garantizar la eficiencia del proceso de biosorcion. El valor insatisfactorio de
este parametro podria limitar drasticamente el uso practico de un proceso
de biosorcion dado, incluso si su eficiencia en la eliminacion de iones de
metales pesados es alta. En la mayoria de los estudios, las observaciones
experimentales han demostrado que no se observan mas biosorciones
significativas después de 3 h en el caso de los biosorbentes de microalgas.
(Wang y Chen, 2008)

En muchos estudios de la literatura cientifica se ha demostrado que un
aumento drastico de la temperatura (hasta 40° C) determind un ligero
aumento o disminucion de la capacidad de biosorcion de microalgas (con 5 -
15 mg/g). (Febrianto et al., 2009).

Teniendo en cuenta estos resultados, se recomienda que, para la aplicacion
a gran escala, la biosorcion de metales pesados de una solucién acuosa en
microalgas se realice a temperatura ambiente (ver Tabla 3), ya que el costo
de operacion se mantendra bajo en estas condiciones.
Desafortunadamente, los sistemas discontinuos generalmente se limitan a la
biorremediacion de pequefios volimenes de efluentes acuosos. El uso de
sistemas continuos parece ser mas adecuado para la aplicacion a gran
escala de procesos de biorremediacion utilizando biosorbentes de
microalgas, donde el biosorbente puede usarse en multiples ciclos de

biosorcién y desorcion. (Febrianto et al. 2009)

Sin embargo, debe mencionarse que la utilizacion de microalgas en
sistemas continuos tiene una desventaja importante ya que la columna se
obstruye, debido al pequefio tamafio de las particulas biosorbentes. En el
caso de células de microalgas inmovilizadas el atrapamiento de estas se
realiza en polimeros o sobre materiales inertes y porosos, como silice, agar,
poliacrilamida, alginatos, celulosa y diferentes agentes de reticulacion. La
biosorciébn de iones de metales pesados en microalgas en sistemas

continuos, esta influenciada principalmente por tres parametros
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experimentales clave: altura del lecho, caudal de solucién acuosa y
concentracion inicial de iones de metales pesados. Segun los resultados
encontrados en la literatura, la capacidad de absorcion de metal y el tiempo
de avance, aumentan con el crecimiento de la altura del lecho, lo que
significa un area de superficie total aumentada de biosorbente. Ademas, el
aumento del caudal afecta directamente la eficiencia del proceso de
biorremediacion y el volumen del efluente tratado al disminuir el tiempo de
penetracion y el tiempo de agotamiento. La capacidad de absorcién del
metal durante la biosorcién disminuye con el aumento de la concentracion
inicial de metal en solucion, porque el biosorbente se satura mas rapido a
altas concentraciones. Por esta razoén, los valores 6ptimos que aseguran la
entrega eficiente del proceso de biorremediacion deben establecerse para
cada uno de estos parametros, para aplicaciones practicas. El uso de
microalgas para la biosorcion de metales pesados en sistemas continuos
facilita el tratamiento de grandes volimenes de efluentes acuosos, pero aun
se estan realizando investigaciones en otras areas relacionadas con la

biosorcién en sistemas continuos. (Valdman y Leite, 2000)

2.2.10. Bioabsorcion de cromo por microalgas

Un grupo de organismos facilmente disponible y potencial para ser utilizado
como bioasorbentes metdlicos son las microalgas. Las microalgas contienen
grupos funcionales, como carboxilo (COO - ), amino (NH," ), sulfato (SO4?%")
e hidroxilo (OH" ), que sirven como sitios de unién para metales.( Kumar et
al., 2009 ; Al-Homaidan et al., 2014 )

Las interacciones entre cromo y microalgas terrestres o acuaticas, se han
estudiado con menos intensidad que las interacciones entre Cr-bacterias y
Cr-hongos, como es el caso con otros contaminantes metalicos y organicos.
Hay informes de tolerancia o resistencia de un numero limitado de
microalgas a Cr, dependiendo de su especiacion, pero no se entienden los
mecanismos implicados en la resistencia a las microalgas. La reduccion de
Cr (VI) a Cr (Ill) y la disminucion de la absorcion de cromo por las células de
microalgas probablemente no estan involucradas en la resistencia de las
microalgas a cromo. El secuestro de cromo por complejacion con

compuestos organicos en exudados de microalgas es una posibilidad, pero
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necesita confirmacion. La interferencia en la reproduccién sexual se ha
implicado en la evolucion de las microalgas tolerantes al Cr. (Corradi et al.,
1995)

Megharaj (2002), recientemente encontrd supresion total del crecimiento de
microalgas en un suelo contaminado con desechos de curtiduria a largo
plazo con altos niveles de Cr [Cr total, 62,000 mg / kg; Cr (VI), 40 mg / kg],
cuando el suelo contaminado se incub6 en condiciones humedas durante 6
meses 0 mas (Datos no publicados).

Viti y Giovannetti (2001), examinaron el impacto de la concentracién de
cromo en microorganismos fotosintéticos en tres suelos cuya concentracion
de cromo oscilaba entre 67 y 5490 mg / kg. Las concentraciones
cronicamente altas de cromo afectaron negativamente a los
microorganismos fotosintéticos aerdbicos y redujeron drasticamente la
poblacibn de cianobacterias fijadoras de nitrégeno. Los suelos
contaminados con Cr (VI) presentaron una baja poblacion de cianobacterias
del género Nostoc con pocos heterocistos.

Sin embargo en suelos con bajos niveles de Cr (VI), presentaban una
cantidad numerosa de heterocitos(estructuras fijadoras de nitr6geno).
(Megharaj et al., 2002)

Se sabe que las cianobacterias producen y liberan ligandos organicos
complejos que pueden unir metales. (Megharaj et al., 2002)

Durante el crecimiento de 18 dias, Anabaena variabilis redujo casi todo el
cromato a Cr (lll) en cantidades estequiométricas, con un 50% de este
altimo en las células y un 50% restante en el medio. (Garnham y Green,
1995)

La reduccion de Cr (VI) por Anabaena variabilis presumiblemente ocurrié en
los heterocistos. Vale la pena mencionar que la reducciéon de cromato por
Anabaena variabilis se realiz6 a un ritmo lento en comparacion con lo

informado en cultivos bacterianos. (Garnham y Green, 1995)

2.2.11. Las microalgas

El término microalgas cubre todos los organismos oxigénicos con clorofila

"a" como pigmento fotosintético comuan. (Richmond, 2008)
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La biodiversidad de las microalgas es sobresaliente, y se estima que existen
entre 200,000 especies y varios millones de especies en la naturaleza; sin
embargo, se ha estudiado y analizado un numero muy limitado. (Mata et al.,
2010)

Entre las microalgas, los grupos mas importantes de microalgas en términos
de abundancia son las diatomeas, las algas verdes, las algas verdeazuladas
y las algas pardas. Las algas clorofitas (algas verdes) incluye una gran
cantidad de microalgas con gran variabilidad morfolégica como flagelados
cocoides, unicelulares o0 coloniales y filamentos multicelulares o
multinucleados. Contienen clorofila a, b que le da un color verde. Junto con
las clorofilas, los carotenoides se sintetizan y se acumulan en el cloroplasto.
(Richmond, 2008)

2.2.12. Requisito para el crecimiento de microalgas

Los medios utilizados para el cultivo de microalgas deben suministrar todos
los componentes necesarios para el crecimiento y mantenimiento del
organismo. Los parametros Optimos, asi como el rango tolerado, son
especificos de cada especie, y cada parametro debe determinarse

individualmente. (Lavens y Sorgeloos, 1996)

Todos estos parametros no solo afectan la fotosintesis y la productividad de
la biomasa celular, sino que también influyen en el patrén, la ruta y la
actividad del metabolismo celular y, por lo tanto, cambian la composicién
celular. (Richmond y Hu Q, 2013). Por lo tanto, al cultivar microalgas, se
deben considerar varios factores, y los parametros mas importantes que

regulan el crecimiento de algas incluyen:

Cantidad y calidad de nutrientes
- Luz

- Dibxido de carbono

- Temperatura

- pH
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- Turbulencia y salinidad

2.2.13. Nutrientes

Los nutrientes son compuestos inorganicos u organicos distintos del CO, y
el agua, utilizados para el crecimiento. Los medios utilizados para cultivar
las microalgas deben tener cantidades suficientes de nutrientes en
proporcion adecuada para su crecimiento adecuado. El medio de cultivo de
microalgas introducido por primera vez por Pringsheim (1950), consiste en
un medio bifasico de suelo y agua.

Sin embargo, la composicion quimica de los medios no se definio
adecuadamente. Por lo tanto, para superar el problema, Vonshak (1986),
establecié otro medio de cultivo de microalgas que contiene fuente de
carbono (organico o inorganico), fuente de nitr6geno, oligoelementos y
agentes quelantes, vitaminas, contenido de sal y otros componentes idnicos
(potasio, magnesio, sodio, sulfato y fosfato) basados en la composicion
celular. Se ha disefiado una gran cantidad de medios de cultivo con diversas
proporciones de nutrientes, mientras que algunos medios se derivan del
andlisis del agua en el habitat nativo y la ecologia de las microalgas.
Ademas, algunos medios son especificos de la especie, mientras que otros
son muy generales para diversas microalgas. Algunos de los medios de uso
comun se describen a continuacion:

* Medios basales. (Bold, 1949; Bischoff y Bold, 1963; Stein, 1973)

* Medio de crecimiento de medios BG11 para algas verdeazuladas y algas
verdes de agua dulce. (Rippka et al., 1979)

*El medio F / 2 es un medio ampliamente utilizado (generalmente
enriguecido con agua de mar) para diatomeas y microalgas marinas.
(Guillard y Ryther, 1962 ; Guillard, 1975)

* Medio Walne (Walne, 1970) y ASN-III (Rippka et al., 1979) utilizados para
el cultivo de cianobacterias marinas y algas verdes eucariotas. Sin
embargo, debido a la complejidad y el costo de los medios de cultivo
anteriores, puede que no sea factible usarlos para la produccion a gran

escala de biomasa microalgal. Los medios de crecimiento alternativos
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compuestos de fertilizantes de grado agricola disponibles comercialmente
(NPK, urea, potasa, superfosfato) son adecuados para el cultivo de
microalgas a gran escala. Entre los nutrientes, el nitrégeno representa
alrededor del 7-10% del peso seco de las células (DCW) y es un
componente esencial de todas las proteinas estructurales y funcionales en
las células de algas. Las microalgas tienen una capacidad limitada para
producir materiales almacenados en nitrégeno cuando crecen en
condiciones de nitrégeno suficiente. La decoloracion de las células de
microalgas es comun en los medios deficientes en nitrégeno debido a la
disminucion del contenido de clorofila y al aumento de los carotenoides. La
limitacién adicional de nitrdgeno muestra una degradacion activa y
especifica de los ficobilisomas, y la fotosintesis continua a una velocidad
lenta. Como resultado, el carbono fotosintéticamente fijo, se desvia de la
sintesis de proteinas a las vias para la sintesis de carbohidratos vy lipidos.
Una mayor deficiencia de nitrégeno puede causar varios cambios en las
células, donde la limitacion de nitrégeno podria activar el diacilglicerol
aciltransferasa que convierte la acil-CoA en triglicérido (TAG). (Xin et al.,
2010)

El nitrogeno se puede suministrar en forma de urea, nitrato y amoniaco.
Entre todas las fuentes de nitrdgeno, el nitrato se usa principalmente; sin
embargo, la urea y el amoniaco también muestran un crecimiento similar
de microalgas. Una combinacion de urea y nitrato de sodio para el
organismo Desmodesmus sp. mostré el mayor contenido de biomasa seca

libre de cenizas con un rendimiento de 4,15 0,38 g/L.(Lin y Lin, 2011)

Ademas del consumo de urea por las microalgas, el atomo de carbono
presente en la urea se libera como CO, y se utiliza como fuente de

carbono en la fotosintesis. (Neenan et al., 1986)

Ademaés del nitrégeno, el fésforo es otro elemento importante para llevar a
cabo muchos procesos celulares, como la transferencia de energia y la
biosintesis de acido nucleico. Ademas del nitrdgeno vy el fosforo, el azufre,
el potasio, el sodio, el hierro, el magnesio, el calcio y los oligoelementos

como el magnesio, el zinc, el molibdeno, el cobalto y el vanadio también
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son importantes para el crecimiento de microalgas.(Grobbelaar, 2004). El
silicato adicional se usa como una fuente principal para algunos cultivos de
microalgas (diatomeas) para su sintesis de la pared celular. Ademas de
todo esto, algunas microalgas necesitan algunas vitaminas como la tiamina

(B1), la cianocobalamina (B12) y, a veces, la biotina.

2.2.14. Luz

Al igual que las plantas, las microalgas requieren luz como fuente principal
de energia para llevar a cabo la fijaciéon de CO, en la materia organica en el
proceso de fotosintesis. Para una fotosintesis adecuada, tres variables de
luz son importantes, como la intensidad, la calidad espectral y el fotoperiodo
(periodo claro/oscuro). (Lavens y Sorgeloos, 1996).

Por lo general, la mayor parte del problema en el cultivo de microalgas esta
relacionado con la intensidad de la luz, ya que la baja intensidad causa
fotolimitacion y la mayor intensidad causa fotoinhibicion. La fuente de luz
para el crecimiento de microalgas puede ser natural (luz solar) o artificial
suministrada por tubos fluorescentes. El requerimiento de luz varia mucho
con el crecimiento del cultivo (densidad) y el sistema de cultivo
(profundidad). En general, a medida que las microalgas crecen y se
reproducen, aumenta la densidad de biomasa. Como resultado, las
microalgas distantes de la superficie estan sombreadas por el cultivo de
microalgas presente entre esta y la fuente de luz, recibiendo asi una menor
cantidad de luz. En este caso, la intensidad de la luz debe aumentarse para
penetrar a través del cultivo (se necesitan 1,000 lux de luz para el matraz
Erlenmeyer y 5,000-10,000 para un volumen mayor). Ademas, una
intensidad de luz demasiado alta (que la necesaria) puede dar lugar a una
fotoinhibicion que provoca una disminucion de los pigmentos fotosintéticos .
(Adir et al., 2003)

Aunque el rango de radiacion solar es muy amplio, las microalgas solo
pueden usar radiacién entre 400 y 700 nm. Esta parte del espectro solar se
llama "radiacién activa fotosintética” (PARS) y representa el 43% de la

radiacion solar. Las células de microalgas cultivadas en condiciones de luz
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limitada asimilan el carbono hacia la sintesis de aminoacidos y otros
constituyentes celulares esenciales, pero en condiciones de luz saturada,
los azucares y el almidon se forman a través de la via reductora de fosfato
de pentosa, lo que sugiere la dependencia de la composicion de biomasa
con la luz. (Harun et al., 2014)

Los tubos fluorescentes que emiten en el espectro de luz azul o roja pueden
ser preferidos ya que son la porcibn mas activa del espectro de luz para la
fotosintesis. Ademas, a diferencia de la intensidad de la luz, el fotoperiodo
(ciclo claro / oscuro) juega un gran papel en el cultivo de microalgas. Esto se
debe a que la division celular ocurre en condiciones oscuras para muchos
cultivos fotosintéticos unicelulares, mientras que, para otros, la division
celular ocurre tanto en la fase oscura como en la iluminada. Aunque el
fotoperiodo varia de un organismo a otro, para aplicaciones industriales que
relacionan la relacion entre el costo de la energia y la produccion de
biomasa correspondiente, 12-15 h de iluminacién se considera el periodo

optimo. (Harun et al., 2014)

2.2.15. Temperatura

La temperatura Optima para el cultivo de fitoplancton es generalmente entre
20°C y 24°C. Ademas, el rango de temperatura varia con la composicion del
medio de cultivo y el organismo cultivado. Las microalgas mas comunmente
utilizadas toleran temperaturas entre 16°C y 27°C. La temperatura por
debajo de la 6ptima no puede matar las microalgas, pero reduce la tasa de
crecimiento, mientras que las altas temperaturas mataran a la mayoria de
las microalgas. (Pellén et al., 2011)

2.2.16. Salinidad

La concentracion total de sal depende principalmente del origen ecoldgico
del organismo. Los cambios de salinidad normalmente afectan a las
microalgas de tres maneras: estrés osmotico, estrés iénico y cambios en la
concentraciéon de iones celulares debido a la permeabilidad selectiva del ion
a través de la membrana. Las microalgas marinas son extremadamente

tolerantes a los cambios en la salinidad. La mayoria de los organismos
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crecen mejor con una salinidad ligeramente inferior a la de su habitat nativo.
Se ha encontrado que las salinidades de 2.0 a 2.5% son Optimas para las
microalgas. (Lavens y Sorgeloos, 1996)

2.2.17. pH

La mayoria de las microalgas crecen en el rango de pH de 7 a 9, mientras
gue el rango optimo es de 8,2 a 8,7. A medida que crece el cultivo, el pH del
medio de cultivo aumenta con el tiempo como resultado del consumo
continuo de CO.. Si el pH no se mantiene dentro del rango 6éptimo, puede
provocar la interrupcion de muchos procesos celulares, lo que lleva a la
inhibicién del crecimiento de la biomasa. El pH del cultivo en crecimiento se
puede mantener ya sea mediante aireacion simple o mediante la adicion de

CO2 adicional. (Lavens y Sorgeloos 1996)

2.2.18. Aireacion y mezcla

La mezcla continua del cultivo es esencial para la produccién exitosa de
biomasa de microalgas. La mezcla proporciona una distribucion adecuada
de nutrientes, luz, CO, disuelto, eliminacién de O,, mantenimiento del pH,
gradiente de temperatura y evade la formacion de sedimento de algas
(Lavens y Sorgeloos 1996). Ademas, mejora el intercambio de gases entre
el medio de cultivo y el aire. Al crecer las algas, el CO, disuelto en el cultivo
se vuelve limitado. En este caso, la difusion del cultivo con CO;, como
microburbujas se puede llevar a cabo enriqueciendo la aireacion (solo aire
gue contenga 0,03% de CO2) o mezclando gas CO; puro con aire en caso
la densidad de biomasa sea pesada (a una tasa del 1% del volumen de aire)
para un crecimiento adecuado de microalgas. Este proceso no solo
proporciona CO, para un mejor crecimiento, sino que también mantiene el
pH mediante el equilibrio de CO2/HCO3 y proporciona una mejor mezcla del
cultivo de algas. Dependiendo del volumen de cultivo, la mezcla se logra
mediante el uso de agitador en biorreactores o agitador orbital fotosintético,
pero para operaciones a gran escala como estanques de canalizacion, las
ruedas de paletas son mas adecuadas. Ademas, la mezcla de cultivos es

especifica de la especie. (Gouveia, 2011)
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2.2.19. Produccién de biomasa

En condiciones de crecimiento natural, las algas fotoautotréficas absorben la
luz solar y asimilan el CO, del aire y los nutrientes de los habitats acuaticos.
Por lo tanto, cualquier produccion artificial deberia intentar replicar y mejorar
las condiciones naturales optimas. (Brennan y Owende, 2009)

La produccion de microalgas se puede realizar en una variedad de sistemas,
ya sea como cultivo puro o como consorcio con un minimo de sofisticacion y
equipos. Comprender y aprovechar la biologia de las cepas de algas
seleccionadas para su uso en los sistemas de produccion, es la base para
procesar la materia prima en combustibles y productos. (Chisti, 2007)

2.2.20. Crecimiento de biomasa

Después de seleccionar la cepa de microalgas, es necesario desarrollar una
gama de bioprocesos que hagan viable su comercializacion. Por lo tanto, el
disefio y la optimizacion de biorreactores para cultivar estos
microorganismos, es un paso importante para transformar los hallazgos
cientificos en un producto comercializable. Desde un punto de vista
comercial, un sistema de cultivo de microalgas debe tener tantas de las
siguientes caracteristicas como sea posible: alta productividad de area, alta
productividad volumétrica, bajo costo (tanto en términos de costos de
inversibn como de mantenimiento), control simple de los parametros de
cultivo (temperatura, pH, CO2, turbulencia), eficiencia energética y fiabilidad.
(Olaizola, 2003)

Los métodos de cultivo adoptados para las microalgas son tradicionalmente
en estanques abiertos, conocidos como estanques de alta velocidad o
estanques de canalizacién, o en sistemas cerrados conocidos como
fotobiorreactores. Para minimizar los costos, las algas a menudo se cultivan
utilizando la luz solar como fuente de luz gratuita, aunque esta es variable
con los cambios diarios, con los cambios estacionales y la cantidad de luz
disponible. Cada sistema tiene sus propias ventajas y desventajas.
(Olaizola, 2003)
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2.2.21. Fotobiorreactores

Los fotobiorreactores son sistemas de cultivo que controlan casi todos los
parametros biotecnolégicamente importantes. Presentan un riesgo reducido
de contaminacion y pérdidas de CO,, ademas que en este sistema se puede
contralar las condiciones de cultivo reproducibles, hidrodinamica, la

temperatura y es un disefio técnico flexible. (Pulz, 2001)

Los avances recientes en el cultivo en masa de microalgas requieren
sistemas cerrados, ya que deben cultivarse libres de contaminacion.
(Janssen et al., 2003; Tredici, 2004)

Los fotobiorreactores generalmente estan hechos de vidrio/fibra/plastico con
suficiente resistencia contra fallas. Reciben luz solar directa a través de las
paredes transparentes del recipiente o indirectamente a través de fibras
ligeras o tubos que la canalizan desde los colectores de luz solar. Algunos
fotobiorreactores tienen fuentes de luz artificial. El suelo debajo del colector
solar a menudo esta pintado de blanco o cubierto con laminas de plastico
blanco para aumentar la luz recibida por los tubos. La mezcla se logra a
través de la circulacion del cultivo o la inyeccion de gas a través del fluido de
cultivo. Se han informado varios disefios de fotobiorreactores, pero el disefio
basico en muchos de ellos es comun. Las categorias principales incluyen (1)
tubular (helicoidal, multiple y serpentina), (2) placa plana (paneles alveolares
y placas de vidrio), (3) columna (columnas de burbujas y puente aéreo) y (4)
reactor de tanque agitado. Se ha realizado una gran cantidad de trabajo en
la optimizacion de diferentes sistemas de fotobiorreactores para el cultivo de
microalgas. (Chaumont, 1993; Janssen et al., 2003; Tredici 2004; Carvalho
et al. 2006; Li et al. 2007; Aishvarya et al. 2012).

Un fotobiorreactor tiene entrada para alimentacién fresca, salida para
recirculacion o cosecha y una columna para eliminacion de gases y
proposito de sedimentacion. Los fotobiorreactores tubulares tienen tubos
horizontales transparentes a la luz solar que encierran el cultivo, y el
diametro del tubo suele ser inferior a 0.1 m, ya que la penetracion de la luz
es dificil en tubos mas grandes. (Chisti, 2007)
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Las columnas de burbujas consisten en una columna larga conectada a un
depdsito, y el cultivo liquido y el gas circulan en la misma direccién o en
direcciones opuestas. Como la superficie efectiva expuesta a la luz es
menor en comparacion con los reactores tubulares, las columnas de
burbujas requieren iluminacién artificial a lo largo de su longitud para una
buena productividad. Debido a las limitaciones de disefo, solo los reactores
tubulares (tipo serpentina) se han utilizado ampliamente a gran escala, o
que produce una energia razonable y una rentabilidad eficiente. (Chisti,
2007)

2.2.22. Tratamiento de efluentes y aguas residuales

Dado que la mayoria de los nutrientes que las algas necesitan a menudo se
encuentran en los desechos, como nitrdgeno, fésforo y amoniaco, la utilidad
de las algas en el tratamiento de aguas residuales se ha convertido en una
nocion generalizada. El crecimiento exponencial de las algas bajo cargas
ideales de nutrientes ha llevado a la idea de las algas como una herramienta
de ficoremediacion. (Olguin, 2003). Algunas especies de microalgas verdes
unicelulares son particularmente tolerantes a las condiciones de efluentes
de aguas residuales, especialmente las del género Chlorella vy
Desmodesmus.(Pittman et al., 2011).Se demostré que el crecimiento de
microalgas en aguas residuales asentadas primarias aumenta
significativamente en condiciones de fotoperiodo prolongado después de la
adicion de CO2, mientras que el aumento de la temperatura disminuye la
concentraciéon de biomasa de algas.(lp et al., 1982). Varias especies de
Chlorella y Desmodesmus pueden proporcionar una eliminacion muy alta (>
80%) y en muchos casos casi completa de amoniaco, nitrato y fosfato del
agua residual tratada secundaria. (Ruiz-Marin et al., 2010). En los
tratamientos a pequefa escala, las algas se pueden usar de manera
efectiva en un estanque o tanque como configuracion. Dado que el control
de especies no es una prioridad en muchos casos de tratamiento, el
consorcio puede funcionar mejor que una sola especie. Se ha utilizado un
consorcio de algas para tratar las corrientes de desechos de las fabricas de
alfombras y al mismo tiempo acumular lipidos con fines de combustible.
(Chinnasamy et al., 2010)
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Los metales pesados en los efluentes de desechos de las industrias de
galvanoplastia, ceramica y plasticos que a menudo contaminan las fuentes
de agua abiertas son toxicos y se acumulan en la cadena alimentaria. El
tratamiento bioldgico de tales aguas que contienen metales pesados es
posible con microalgas mediante biosorcién, bioacumulacién, retencion y
desorcion. (Chojnacka, 2010). La biosorcion de metales pesados se ha
estudiado en iones metélicos como Cr®*, Cd**, Cu®, etc. (Jena et al., 2014)
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CAPITULO 3: METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

3.1 TIPO DE INVESTIGACION

El tipo de estudio corresponde a una investigacion experimental por la
manipulacion de variables de interés (causa — efecto) y prospectiva
longitudinal por las evaluaciones periddicas realizadas.

3.2 MATERIALES Y EQUIPOS

Para la ejecucion del trabajo se utilizo material biolégico, quimico, equipos,

entre otros, que a continuacion se detalla:

3.2.1. Equipos:
- Bomba de Aire Hailea (3600 L h™).
- Centrifuga KERLAB
- Microscopio Binocular ZEISS
- Balanza analitica SARTORIUS
- Pipetas automaticas de 20 yL, 200 uL y 1000 pL (Eppendorf).
- Agitador orbital
-  PH- METRO HANNA
- Autoclave

- Estufa

3.2.2. Material de vidrio:
- Botellas de vidrio 100, 250, 500 y 1000 mL (Boeco).
- Pipetas de 2 y 10 mL (Kyntel).
- Vasos de precipitado de 500 mL (Kyntel).

- Pipeta de 1 mL (Boeco).
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- Tubos de ensayo, 12x75 mL borosilicato (Giardino).
- Probeta de 250 mL (Kyntel).

- Probeta de 500 mL (Kyntel).

- Matraz de 1000 mL.

- Tuberia de vidrio de 5 mm.

- Embudo de vidrio.

- Tubos de ensayo de 75x100 mL.

- Porta objetos y cubre objetos.

3.2.3. Material de campo
- Frascos de boca ancha de 500 ml.
- Recipiente estéril de 15 litros de volumen.
- Cooler
- pHchimetro

- Termdémetro

3.2.4. Reactivos:

- Medio de Cultivo BG-11

3.3 METODOS

3.3.1 Colecta de muestras

Las empresas de curtiembres se ubican en el Parque Industrial de Rio Seco,

Distrito de Cerro Colorado en Arequipa (ver figura 1).
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Figura 1. Localizacion del Parque Industrial de Rio Seco, en donde se
ubican las empresas de curtiembres y la laguna de oxidacion (Se puede
observar la cercania de lalagunay las pozas de oxidacién a poblados y
zonas turisticas).

Las muestras de efluentes se obtuvieron de la laguna de oxidacién del
Pargue Industrial de Rio Seco. Las muestras fueron colectadas, en frascos
de boca ancha de 500 ml y en un recipiente estéril de 15 litros de volumen.
Las muestras de efluente de los frascos se utilizaron para aislar microalgas
y el recipiente de 15 litros se usé para evaluar la bioabsorcion a condiciones
ambientales del fotobiorreactor. La toma de muestra se realizé directamente
de la columna de agua y se registraron datos de temperatura, y pH. Los
frascos con muestras fueron rotulados con anotaciones tales como;
descripcion del punto de muestreo, fecha y cédigo de muestra, finalmente
las muestras fueron transportadas hasta el laboratorio para realizar los
aislados y para ensayos de bioabsorcién.

3.3.2 Determinacién de parametros fisicoquimicos del efluente de la
industria del curtido de pieles del Parque Industrial de Rio Seco (PIRS).
Para la evaluacion de los pardmetros fisicoquimicos, se tomaron muestras
de efluentes del PIRS. Estas muestras se tomaron usando frascos estériles
debidamente rotulados. El analisis de Cromo VI en agua se realiz6 mediante
el método Colorimétrico. (APHA, 2005)
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La DBO se realiz6 mediante el método Yodométrico Azida Sodio (APHA,
2005). La DQO mediante el método Colorimetrico (APHA, 2005). Los
Solidos Totales en Suspension (SST) y el pH mediante un multiparametro.
(HANNA Intruments). Las muestras fueron trasladadas a laboratorio
debidamente refrigeradas (4°C), para evitar cualquier cambio fisicoquimico

en el efluente antes de su analisis. (Rose y Dunn, 2013).

Las muestras fueron analizadas mediante servicio en un Laboratorio de
analisis acreditado. Todos los parametros fuerén analizados siguiendo el
Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater USA APHA
WDC 2005 19th ed. (APHA, 2005)

3.3.3 Aislamiento de la microalga Desmodesmus quadricauda

Para obtener un cultivo puro, se debe aislar una especie de todas las
demds, para esto se usa diversas técnicas microbiologicas, a continuacion,
se describen los métodos usados para el aislamiento de la microalga

Desmodesmus quadricauda.

3.3.4 Método de aislamiento por diluciones

Se prepar6é una bateria de 6 tubos de ensayo conteniendo 9 ml de medio
BG-11.

Usando una pipeta estéril, se tomd 1 ml de la muestra a aislar (microalgas),
la cual se afadi6 al tubo N.° 1, se agito y luego usando otra pipeta estéril, se
repitid el paso anterior tomando 1ml de inéculo del tubo N°. 1 hacia el tubo
N°. 2. Se repiti6 el mismo procedimiento con los tubos restantes hasta
terminar con el tubo N°.6, resultando diluciones a concentraciones de 107,
102, 103, 10" 10°y 10°. Cada tubo se rotulo colocando su respectiva
concentraciéon (figura 2). Los tubos inoculados con las microalgas fueron
colocadas y se dejaron crecer en cdmara de cultivo a temperatura de 25°C y
fotoperiodo de 12/12. Todo este procedimiento se llevd a cabo en

condiciones asépticas utilizando camara de flujo laminar.
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Figura 2. Método de aislamiento por dilucion en tubos de ensayo

3.3.5 Método de aislamiento en placa

Se prepararon placas Petri con agar al 1% (placas de 9 x 15 mm) que
contenian 20 ml de medio agarizado, usando medio de cultivo BG-11.
Previo al aislamiento de las muestras de campo, se prepararon 4 tubos de
ensayo conteniendo 9 ml de medio BG-11 y a cada uno de los tubos se
agreg6 1ml de muestra de microalga, resultando diluciones a las
concentraciones de 10, 107?, 102y 10™.

De cada una de las diluciones se transfiri6 10 microlitros a una placa con
medio agarizado (BG-11) y mediante un asa de siembra se extendid
uniformemente por toda la superficie mediante la técnica de estriado por
agotamiento (figura 3). Las placas sembradas fueron colocadas en camara
de cultivo a temperatura de 25°C y fotoperiodo de 12/12. Todo este

procedimiento se llevé a cabo en condiciones asépticas utilizando camara

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
; CATOLICA
TESIS UCSM : DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

de flujo laminar. Las placas se verificaron semanalmente para observar el
crecimiento y detectar posible contaminacion). Las colonias que crecieron
en las placas se distinguieron por el color verde. Cuando se observo
crecimiento de colonias, se procedié a transferir a nuevas placas de agar
mediante un asa de siembra estéril. Este procedimiento fue para purificar y

seleccionar cada especie, obteniendo monocultivos en cada placa Petri.

Figura 3. Método de aislamiento en placas con agar (tratamientos para
el ensayo de tolerancia)

3.3.6 Cultivo de Desmodesmus quadricauda

Luego de la purificacién, cada colonia fue transferida a tubos de ensayo con
tapa rosca, conteniendo 50 ml de medio BG-11. La transferencia se realizo

usando un asa de siembra estéril. Los tubos inoculados se colocaron en una

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM =&  DE SANTA MARIA

camara de cultivo a temperatura ambiente de 20-25 °C, aproximadamente a
2000 LUX) donde se dejo crecer durante aproximadamente 4 semanas. Los
tubos en crecimiento se monitorearon tomando una muestra y observando
mediante un microscopio de luz con un aumento de 40 y 100X. Después de
cuatro semanas de crecimiento en tubo de ensayo, el cultivo se inocul en
50 mL de medio de cultivo usando frascos de 100 mL. Se dejé crecer
agitando con agitador orbital a 141 rpm (figura 4A).

3.3.7 Determinacion de la tolerancia de Desmodesmus quadricauda a

cromo VI.

La evaluacion de tolerancia a Cromo VI por la microalga Desmodesmus
quadricauda se realizo aplicando diferentes concentraciones de Cromo VI
disueltos en el medio de cultivo usando Dicromato de potasio. Los
tratamientos a condiciones de laboratorio se realizaron a 50,100 y 200 ppm
de Cr VI y un control sin presencia de metal (O ppm) cada uno en frascos de
100 ml (Tabla 4). Cada tratamiento se evaluo por triplicado. El volumen de
trabajo fue 80 ml (30ml de inéculo de microalga y 50 ml de medio de cultivo
conteniendo cromo VI. El tratamiento para cada ensayo tuvo tres
repeticiones y la disposicién de los tratamientos se realiz6 aleatoriamente.
Los frascos con los tratamientos fueron agitados mediante un agitador
orbital a 150 rpm (figura 4B).

Para evaluar la tolerancia se tomaron muestras periédicamente a los 0, 2, 4
y 6 dias, y se cuantifico la densidad celular mediante recuentos en cadmara
de Neubauer y microscopio oOptico a 10X. La metodologia para evaluar la
tolerancia se realiz6 por medida de crecimiento de la microalga, para lo cual
se realiz6 recuento celular en camara de Neubauer. En un tubo de ensayo
se agreg6 1 mL de muestra de cada unidad experimental y se afiadié 9 mL
de agua destilada para obtener una dilucion de 1:10. Para el recuento de
cada muestra se tomé 10uL de la dilucidon y se contaron 4 campos y para
establecer el recuento total, a la sumatoria de los campos se multiplico por
16 (total de campos) y por 10 por ser la dilucién utilizada (Serrano B., et al.,
2011). Adicionalmente se realiz6 la medida del peso seco de la microalga a

los 0, 2, 4 y 6 dias del ensayo de tolerancia. El peso seco se realizd
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mediante filtracion de la biomasa de microalga del medio liquido a
condiciones de laboratorio y a condiciones ambientales de fotobiorreactor.
Para la filtracion de la microalga se utilizara filtros de membranas de nitrato
de celulosa de 47 mm de diametro y 0.45 um de tamafio de poro. Se
filtraron 10ml de muestra de cada tratamiento utilizando una bomba de
vacio. Los filtros con las microalgas retenidas se secaron en estufa por 24 h
a 80°C. El peso de la biomasa se realiz6 por diferencia de peso antes y

después del secado.

Figura 4. Ensayo de tolerancia de la microalga a diferentes
concentraciones de Cromo VI (condiciones de laboratorio). Cada
tratamiento se evalu6 por triplicado
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Tolerancia en medio liquido en Concentracion de cromo VI
condiciones de laboratorio :

.................................................. 0.0ppm
Biomasa de Desmodesmus __________________________________________________ SOppm
quadricauda o100ppm

200 ppm

* Cada tratamiento se evalud por triplicado

3.3.8. Disefio del fotobiorreactor Air-Lift para la bioabsorcion de cromo VI

con biomasa de la microalga Desmodesmus quadricauda.

Se disefid un fotobiorreactor que fue construido de material acrilico
transparente de 100 cm de longitud, 16 cm de diametro interno, de 10L de
capacidad y 8 litros de volumen de trabajo (figura 5). El fotobiorreactor
presento un puerto para la toma de muestras y para la medida del pH, ademas
de un desgasificador para la salida del aire. El sistema de aireacion estara
conformado por un difusor de aire e impulsada con una bomba de aire modelo
LP 100 MARCA BOYU con un flujo de 2L/ min. El fotobiorreactor fue cubierto
con una lamina de plastico anti-UV y malla Rachel de 50% para evitar la
excesiva radiaciéon UV ocasionada por la exposicion directa a la luz solar. El
fotobiorreactor se cargd con un inéculo de 40% de Desmodesmus quadricauda
(porcentaje del volumen de trabajo del fotobiorreactor) y 60% de efluente de
curtiembre conteniendo cromo VI (figura 6 y 7). El ensayo de bioabsorcion de
cromo VI fue realizado usando efluente real de curtiembre (figura 8). El ensayo
se realizo a diferentes tiempos de exposicion de 0, 3, 6, 9 dias (Tabla 5). La
microalga Desmodesmus quadricauda fue suspendida en la columna del
liquido en contacto con el efluente (agitada mediante difusor). Todo el sistema

operd a condiciones ambientales (figura 9).
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Figura 5. Sistema de fotobiorreactor para la bioabsorcion de cromo VI.
(Fuente: Elaboracion propia).

Figura 6. In6culo de microalga para ensayos en fotobiorreactor.
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Tabla 5. Ensayo de bioabsorciéon de cromo VI en efluente real de
curtiembre, a diferentes tiempos de exposicion, en fotobiorreactor
(condiciones ambientales).

Tiempo de exposicion de la microalga al efluente de
curtiembre en el fotobiorreactor

Figura 8. Inoculacion con efluente de curtiembres.
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Figura 9. Sistema de fotobiorreactor en funcionamiento

3.3.9. Determinacion de la concentracion residual y capacidad de
bioabsorciéon de cromo

Para la determinacion de cromo VI, DBO, DQO y SST, se tomaron muestras
alos 0, 3, 6 y 9 dias. Estas muestras fueron analizadas segun el Standard
Methods for the Examination of Water and Wastewater USA APHA
WDC2005 19th ed (APHA, 2005).

La evaluacién de la capacidad de bioabsorcion de cromo VI se expreso

en porcentaje, segun la ecuacion usada por Saavedra et al., (2018):

c=(=7) x100
Donde, Ci = concentracion inicial de Cr (VI) (mg.L-1); Cf= concentracion final
de Cr (VI) (mg.L-1).

3.3.10. Analisis estadistico

El procesamiento de datos correspondientes a la densidad celular, peso seco
y concentracion residual de cromo VI en diferentes tiempos de evaluacion, se
realiz6 mediante la prueba de comparacion multiple de analisis de varianza
(ANOVA) vy la prueba de especificad de Tukey. Se registr6 también los
promedios y estadisticas descriptivas por tratamiento. El analisis de datos se
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realizd mediante el software estadistico SPSS version 20, y las
representaciones graficas se efectuardn mediante el software GraphPad
Prism 6.
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CAPITULO 4: RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 AISLAMIENTO Y CULTIVO DE MICROALGAS NATIVAS DE LA
REGION AREQUIPA.

Se aislé e identific6 una especie de microalga denominada Desmodesmus
guadricauda, la cual habita en las pozas de oxidacion de aguas residuales
de Rio seco. Desmodesmus quadricauda es una especie de agua dulce
(Hegewald y Braband, 2017). Presentan un cenobio (agrupacion o colonia de
células) con cuatro células y 4 espinas (de aqui proviene el nombre
guadricauda) en las paredes laterales de las células externas e internas. Las
células son de 15,6 -21,6 x 5,6 - 8,4 ym (promedio: 19,0 + 2,1 x 7,2 + 0.9
pm). La capa mas externa de la pared celular entre los polos celulares a
menudo es apenas visible. Rosetas mas anchas que altas (aberturas en la
capa exterior de la pared celular para la excrecion de las espinas). Los
miembros del género Desmodesmus son comunes en aguas eutroficas de
todo el mundo (Hegewald y Braband, 2017).

Esta microalga mostré una buena adaptacion a altas concentraciones de
materia organica y de cromo VI persistentes en este ambiente. Azim et al.,
(2002) informaron que Demodesmus sp es una microalga comun en todo
tipo de cuerpos de agua dulce, instalaciones de aguas residuales y agua
contaminada con metales pesados, jugando un papel importante en la
produccion primaria y en la recuperacion de aguas eutréficas. Se han
realizado varios estudios en la cual se han aislado esta especie para
tratamiento de aguas residuales, esto debido a su alto porcentaje de
eliminacién de nutrientes, altas tasas de crecimiento y tolerancia a
diferentes tipos aguas residuales. (Ruiz-Marin et al., 2010; Zhang et al.,
2008; Martinez et al., 2000). Esta caracteristica se debe a que
Scenedesmus presenta el fenébmeno de plasticidad fenotipica en respuesta
a la presencia de metales pesado como cobre, cadmio y cromo hexavalente.
(Pefa et al., 2004)

Segura et al., (2016) aislaron la microalga Desmodesmus sp. de aguas
residuales de curtiembres y evaluaron su crecimiento en tres concentraciones

diferentes de aguas residuales de curtiembres: 100%, 50% y 20% (V/V). Ellos
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obtuvieron valores altos de biomasa en agua no diluida (100%), seguido de
una dilucion del 50%, y finalmente un crecimiento mas bajo a la
concentraciéon del 20%. En su investigacion no obtuvieron una fase
estacionaria, lo que indica que los nutrientes del efluente residual permitieron
el crecimiento durante los 15 dias del experimento. Arunakumara y Zhang,
(2008) mencionan que las bacterias presentes en el agua degradan la
materia organica y recirculan los nutrientes, lo que puede prolongar la fase de

crecimiento exponencial de las microalgas.

4.2 PARAMETROS FISICOQUIMICOS.

Tabla 6. Valores de parametros fisicoquimicos encontradas en los
fluentes de curtiembres del Parque industrial Rio Seco.

"ﬁ'A'#é'A'MEfﬁBS" ........................................................ RS ié'éﬁ'i{l'ﬁi}&ﬁ'"[')'E'"é;&['iESKS"'
' . AMBIENTAL (ECA)
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En la tabla 6 se muestra que la DBO residual de efluentes se redujo desde
1183.00 mg/L hasta 456.87 mg/L), representando una disminucion
porcentual de 38.61% a los 9 dias de evaluaciéon. La concentracién de la
DQO residual total se redujo desde 1522.00 (mg/L) hasta 740.00 mg/L),
representando una disminucion porcentual 48.62% a los 9 dias de
evaluacion. Segun los analisis de laboratorio los parametros fisicoquimicos;
cromo VI, DQO, DBO, sélidos suspendidos totales, y pH exceden los
estandares de calidad Categoria 3: para riego de vegetales y bebidas de
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animales. (D.S. N°004-2017 MINAM). Este resultado es posible que se deba
a una mayor aireacion constante por parte del sistema aplicado, ya que es
una razén importante para la reduccion de la DBO en el tratamiento; por lo
tanto, la eliminacion de la materia orgénica y los nutrientes de las aguas
residuales es un aspecto importante del tratamiento biologico. La reduccion
de los valores de la DQO podria ser debido a la gran cantidad de nutrientes
presentes en la forma de materia organica disuelta utilizado para el
crecimiento de las microlgas. (Porwal, Mane y Velhal, 2014).La utilizacion
de microalgas ha demostrado ser eficiente en la reduccién de DBO y DQO.
(Abdel-Raouf et al. 2012)

De los resultados obtenidos en esta investigacion se vio que las empresas
de curtiembres del Parque industrial de rio Seco, presentan un mal manejo
de sus efluentes. Segun los analisis de los parametros se verifica la
presencia de un sitio contaminado con sustancias quimicas (Criterios para la
Gestion de Sitios Contaminados. (D.S. N°012-2017-MINAM). Los valores
elevados de la DQO, DBO vy solidos totales disueltos estan asociados
principalmente a la presencia de la alta carga de materia organica tales
como pelo, grasa y trozos de carne producto del proceso de descarne, los
cuales es responsable 80% el proceso de pelambre. (Cerén, 2011).

El alto valor del pH estéd asociado al proceso de pelambre, donde se utilizan
bases fuertes como cal y sulfuro de sodio, estas sales dan soluciones
fuertemente alcalinas donde se llega hasta valores de pH de 12. Del 100%
de los productos quimicos empleados, solo el 15% es retenido en el cuero
mientras que el 85% se elimina en el efluente liquido. La principal causa de
la presencia de cromo VI se debe a que la sal de dicromato se fija solo el
"60 - 80% el resto se elimina en los efluentes liquidos aumentando su

toxicidad por ser un metal pesado. (CPTS, 2006)

La demanda bioquimica de oxigeno es uno de los parametros principales
para evaluar las caracteristicas de las aguas residuales. Segura et al.,
(2016), encontr6 que el efluente de curtiembres presento un valor inicial de
DBO de 17363 mg/ L, que se redujo a 2085 mg/L durante el tratamiento con
Scenedesmus sp, lo que representa un porcentaje de eliminacion del 88%,
superior a lo informado en el trabajo de Ajayan et al., (2015). Aungue los
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principales protagonistas en la degradacion de la materia organica son las
bacterias, existe evidencia de reduccién de la DBO por microalgas (Mufioz y
Guieysse 2006). Esto debido a que la fotosintesis realizada por las
microalgas genera cantidades significativas de oxigeno que pueden utilizar
los organismos heterotroficos para la oxidacion de material organico
(Grobbelaar et al., 2008). Por otro lado, se sabe que ciertas microalgas
tienen capacidad mixotréfica y pueden combinar su metabolismo
fotoautotréfico con la absorcién de materia organica disuelta como fuente
adicional o complementaria de carbono para el crecimiento. (Grobbelaar et
al., 2008)

4.3 TOLERANCIA DE Desmodesmus quadricauda

Tabla 7. Evaluacion de la tolerancia medida a través de la densidad celular
de Desmodesmus quadricauda a diferentes concentraciones de cromo VI.

_ TIEMPO DE EVALUACION

0 . .

S e e ]

x5 Dia0  Dial Dia 2 Dia3 Dia 4 Dia 5

R A O F— S A .

g =

= X+S X+S X+S X+S X+S X+S

e

g —— e e e |
opm | 42.64+32.50 | 60.67+26.50 | 90.00:9.00 = 158.00#2.00 . 172.00+13.00 @ 140.00%2.00

o S R — — S — L — |

ppm 42665252 | 5A67+153 66.67t14.50 = 94.00:56.00 ~ 110.00£37.00 . 102.67+1650
426743250 | 48.67+96.50 | 56.67+31.50 = 72.67435.50 = 94.67+1150 =  80.009.00

A, R FA A, R R [ ;

- Control | 42.00¢4.00 | 74.00+12.30 ' 114.48+3.50 | 170.00+24.00 | 195.00+40.00 = 198.30%22.50
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F 21238 5502 46670 6010 . 0016 = 23.850

P 0002 0044 = 0000 | 0037 = 098 0001

.......................................................................................................................................................................................................................................................

* Todos los valores de crecimiento deben de multiplicarse por un factor de 10°

La tabla 7, muestra los promedios y desviaciones estandar del ensayo de
tolerancia, medida a través de la densidad celular de Desmodesmus
quadricauda a diferentes concentraciones de cromo VI de 0, 50, 100 y 200
ppm. Se muestra que a los 5 dias de tratamiento a concentracion de 50ppm
de cromo VI se alcanza una densidad de 140.00+2.00 x 10° cel. /mL,
seguido de 102.67+16.50 x 10° cel. /mL a la concentracion de100ppm. El
tratamiento a la concentracion de 200ppm mostro menos densidad celular
con 80.00+9.00 x 10° cel. /mL a los 5 dias de evaluacion.

También se muestra la prueba estadistica de comparaciéon de ANOVA, la
que presentd un estadistico de Fisher F=596.40 que indica que existe
diferencias altamente significativas (P<0.01) en la concentracion de cromo

presente en los efluentes del PIRS en los diferentes tiempos de evaluacion.
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Figura 10. Medida de tolerancia mediante densidad celular de
Desmodesmus quadricauda a diferentes concentraciones de cromo VI
durante 5 dias de tratamiento.

En la figura 10 se muestra que el tratamiento con 50 ppm de cromo VI
presento mayor densidad celular, por tanto la microalga Desmodesmus
quadricauda presentan mejor tolerancia a esta concentracién de cromo VI. A
concentraciones de 100 y 200 ppm la microalga muestra baja densidad
celular comparada con el tratamiento a 50 ppm y el control. Se observa
como la densidad celular va disminuyendo cuando la concentracién de

cromo aumenta.

Ali et al., (2018) encontr6 que la bioabsorcién de Cromo VI aumento con
mayor biomasa de las algas Cladophora glomerata, Enteromorpha
intestinalis y Microspora amoena ) de hasta 1,0 g/100 ml y, posteriormente,
disminuyé con un aumento adicional de la concentracion. El aumento
probablemente se atribuya a la disponibilidad de mas biomasa y, en
consecuencia, a una mayor disponibilidad de la superficie para la
bioabsorcion de iones metalicos.

Varios estudios demuestran que la progenie de ciertas algas sometidas al
tratamiento prolongado con Cromo adquiere tolerancia al metal, ya que
puede sobrevivir y crecer en presencia de concentraciones que serian
letales para las células normales. Por otro lado, la microalga usada en este
estudio podria desempefiar el papel de remocion de cromo a las

concentraciones Optimas evaluadas. (Aoyama, 2003)

Tabla 8. Evaluacién de la tolerancia medida a través de peso seco
Desmodesmus quadricauda a diferentes concentraciones de cromo VI.

TIEMPO DE EVALUACION

.

EOE mg /mL

Q0o

B T
8E

: Dia 0 Dia 1 Dia 2 - Dia 3 Dia 4 Dia 5
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ANOVA
F 15.025 529.216 10.689 6.292 0.100 10.505
P 0.005 0.001 0.011 0.034 0.907 0.011

La tabla 8, muestran los promedios y desviaciones estandar del ensayo de
tolerancia medida a través de peso seco de Desmodesmus quadricauda a
diferentes concentraciones de cromo VI de 0, 50, 100 y 200 ppm. Se
muestra que a los 5 dias de tratamiento a la concentracion de 50ppm de
cromo VI se alcanza un peso seco de 1.42.+23.50 mg/mL, seguido de
1.04+0.58mg/mL a la concentracion delOOppm. El tratamiento a la
concentracion de 200ppm mostro un valor menor en el peso seco con
0.80+47.00 mg/mL a los 5 dias de evaluacién. También se muestra la

prueba estadistica de comparacibn de ANOVA, la que presentd un
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estadistico de Fisher F=596.40 que indica que existe diferencias altamente
significativas (P<0.01) en la concentracion de cromo presente en los
efluentes del PIRS en los diferentes tiempos de evaluacion.

N
o
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-
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-
=]

Peso seco (mgimL)

CONCENTRACION DE CROMO VI

Figura 11. En este grafico de barras podemos observar la adaptacion y
tolerancia evaluada mediante peso seco de Desmodesmus quadricauda
a diferentes concentraciones de cromo VI durante 5 dias de
tratamiento.

En la figura 11 se evidencia que el tratamiento a 50 ppm de cromo VI
presento mayor crecimiento, por tanto la microalga Desmodesmus
quadricauda presentan mejor tolerancia a esta concentracién de cromo VI. A
concentraciones de 100 y 200 ppm la microalga muestra baja densidad
celular comparada con el tratamiento a 50 ppm y el control. Se puede
evidenciar que la tolerancia evaluada mediante peso seco tiene el mismo
comportamiento que la tolerancia medida por crecimiento mediante el
recuento.

El cromo es un contaminante comdn en las aguas naturales debido a la
descarga de diversas aguas residuales industriales. (Ai et al., 2008 , Boddu
et al., 2003 y Maky Lo, 2011).

Estudios previos han demostrado que la toxicidad de Cr (VI) en las algas

verdes producen dafio al sistema de enzimas antioxidantes.( Rai et al.,
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2014) y a la fotosintesis (Giotta et al., 2006 y Horcsik et al., 2007). En el
presente estudio la microalga Desmodesmus quadricauda mostré una
tolerancia al cromo, hasta el valor de 200 ppm de cromo VI. Esto muestra
gue las altas concentraciones de cromo disminuyeron el crecimiento, pero
no tuvo gran efecto sobre la viabilidad en Desmodesmus quadricauda. Se
alcanzaron valores de absorcion de hasta 18.60 mg/L, y no se evidencio
dafos celulares en Desmodesmus quadricauda. Una de las causas de la
alta capacidad de tolerar cromo VI por Desmodesmus quadricauda es que
esta microalga habita en ambientes con alta concentracion de cromo VI de
hasta 29.60 mg/L como es el caso de los pozos de oxidacion del Parque
Industrial Rio Seco. En los ensayos de tolerancia se encontré resultados
comparables con los reportados por Ajayan et al, (2015) quienes
encontraron un mayor crecimiento a menores concentraciones de cromo,
esto lo consiguieron realizando diluciones de agua de curtiembres. Del
mismo modo, Balaji et al., (2014) encontrd un efecto de la concentracion de
varios metales pesados en el efluente de la curtiembres, como cromo,
plomo y cadmio, sobre el crecimiento de la microalga Spirulina, donde
lograron demostrar que los metales en altas concentraciones inhiben el

aumento de biomasa.

4.4 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION RESIDUAL Y
CAPACIDAD DE BIOABSORCION DE CROMO VI EN EFLUENTES
INDUSTRIALES DEL PIRS, TRATADOS MEDIANTE CON Desmodesmus
guadricauda.

Tabla 9. Concentracion residual de cromo VI de efluentes del Parque
Industrial de Rio Seco segun tiempo de evaluacion en fotobioreactor

AirLift
) ~ CONCENTRACION  SIGNIFICANCIA
EVALUACION T
X+ S (mg/L) P
_______________________ SUMUNRNNS Tic AS S—
 (EFLUENTR) 29.00x148  see40 0000
3 DIAS 26.00 + 1.36 (P< 0.01)
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La tabla 9, muestran los promedios y desviaciones estandar de la
concentracion residual de cromo VI presente en el efluente del PIRS al inicio
y cada 3 dias de evaluacién después de ser sometido a tratamiento en un
fotobioreactor Air-lift, siendo la concentracion inicial de Cr (V1) en el efluente
de 29.60 + 0.94 (mg/L), y a los 9 dias se presenté una concentracion de
1.70 £ 0.17 (mg/L) de cromo VI. También se muestra la prueba estadistica
de comparacion de ANOVA, la que presentd un estadistico de Fisher
F=596.40 que indica que existe diferencias altamente significativas (P<0.01)
en la concentracion de cromo presente en los efluentes del PIRS en los
diferentes tiempos de evaluacion. Ali et al., (2018) obtuvo valores mas bajos
en la remocién de Cromo VI, con valores de 55,01, 54,58 y 43,1% de Cr VI
utiizando biomasa de C. glomerata, M. amoena y E. intestinalis
respectivamente. Estos autores encontraron una eliminacion mas alta a la
concentracion de 10 mg/ml, Los experimentos de biosorcion se realizaron

en matraces Erlenmeyer de 250 ml.
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Figura 12. Variacion de la concentracién de cromo VI de efluentes del
Parque Industrial de Rio Seco segun tiempo de evaluacion en
fotobiorreactor Air-Lift.

La figura 12, muestran la variacién de la concentracién residual de cromo VI
presente en el efluente del PIRS al inicio y cada 3 dias de evaluacién
después de ser sometido a tratamiento en un fotobioreactor Air-lift, siendo la
concentracién inicial de Cr VI en el efluente de 29.60 + 0.94 (mg/L), y a los 9
dias se present6 una concentracién de 1.70 £ 0.17 (mg/L) de cromo Cr VI.

En la figura 6 también se observa que en el dia 0 se presentdé mayor
concentracién de Cr VI con 29.60mg/L (a), mientras que la evaluacién a los
9 dias presentd la menor concentracion de Cr VI con 1.70 mg/L (d). La
presente cepa mostro una mejor bioabsorcion de cromo hexavalente en
comparacién con otros sistemas de microalgas reportados por Gupta et al.,
(2001) y Arica et al., (2005) con las microalgas Chlamydomonas reinharditii,
Chlorella vulgaris, Synechocystis sp., Spirogyra sp. y C. crispata donde se
alcanzé una absorcidon maxima de Cr (VI) de 18,0, 34,0, 39,0, 15,0 y 40,0
mg / g, respectivamente. Douglas et al., (2008) encontraron que Spirogyra
condensata y Rhizoclonium hieroglyphicum removieron el Cromo del
efluente de curtiembres. S. condensata exhibid una bioabsorcibn maxima
de aproximadamente 14 mg de Cr /g de biomasa mientras que R.

hieroglyphicum 11.81 mg de Cr (lll) / g de biomasa.

Tabla 10. Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) en efluentes del Parque
Industrial de Rio Seco segun tiempo de evaluacién en fotobiorreactor

Air-Lift.
R CONCENTRACION ,: S IGNIFICANGIA
| xES(moL) :
0 DIAS ' :
(EFLUENTE) 1522.00+ 2078 0.000. ..
L e e et L oo e e e 1413 .
3 DIAS 1210.00 + 19.08 (P< 0.01)
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La tabla 10, muestran los promedios y desviaciones estandar de la
Demanda Quimica de Oxigeno DQO presente en el efluente del PIRS al
inicio y cada 3 dias de evaluacion después de ser sometido a tratamiento en
un fotobiorreactor tubular Air-Lift, siendo la concentracion inicial del efluente
1522.00 + 20.78 (mg/L), y a los 9 dias se presentd una concentracion de
740.00 + 26.46 de DQO. También se muestra la prueba estadistica de
comparacion de ANOVA, la que presentd un estadistico de Fhiser F=14.13
que indica que existe diferencias altamente significativas (P<0.01) en la
Demanda Quimica de Oxigeno DQO de los efluentes del PIRS en los
diferentes tiempos de evaluacion.

Tabla 11. Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBO) en efluentes del
Parque Industrial de Rio Seco segun tiempo de evaluacion en
fotobioreactor Air-Lift.

CONCENTRACION | ~ SIGNIFICANCIA

xtS(mgl) P
0 DIAS (EFLUENTE) 1183.00 + 9.17 0.000
3 DIAS 997 + 9.54 (P< 0.01)
................................................................................................................................ 13841 -
6 DIAS 694.50 + 6.26 AS
9 DIAS 456.87 + 5.67

La tabla 11, muestran los promedios y desviaciones estandar de la
Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBO) presente en el efluente del PIRS al
inicio y cada 3 dias de evaluacién después de ser sometido a tratamiento en
un fotobiorreactor tubular Air-Lift, siendo la concentracion inicial del efluente

1183.00 £ 9.17 (mg/L), y a los 9 dias se presenté una concentracién de
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456.87 + 5.67 (mg/L) de la Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBO).
También se muestra la prueba estadistica de comparacion de ANOVA, la
que presentd un estadistico de Fisher F=138.41 que indica que existe
diferencias altamente significativas (P<0.01) en la Demanda Bioquimica de
Oxigeno DBO de los efluentes del PIRS en los diferentes tiempos de

evaluacion.

Tabla 12. Concentracion residual y porcentaje de bioabsorcion de
cromo VI en efluentes del Parque Industrial de Rio Seco segun tiempo
de evaluacién en fotobiorreactor Air-Lift.

. CONCENTRACION | BIOABSORCION : i
EVALUACION . RESIDUALDECrvVI @  DECr vIi : BIOABSORCION :

x+S(mg/l) = x£S(mg/L) DE((;/Z) Vi

0 DIAS (EFLUENTE) 29,60 0.00 0.00
3 DIAS 26.00 3.60 12.16
. 6 DIAS . — 18.60 62.83
9 DIAS 170 570 19.25
..................................................................................................................................................... TS e

La tabla 12, muestra los promedios de la concentraciéon de cromo presente
en efluentes del PIRS al inicio y cada 3 dias de evaluacion después de ser
sometido a tratamiento en fotobiorreactor Air-litf, siendo la concentracion
inicial de Cromo VI en el efluente de 29.60 mg/L, el cual a los 9 dias
presentd una concentracion de 1.70 mg/L, representando un porcentaje de
bioabsorcién de 94.24 % de cromo VI en el efluentes del PIRS por efecto del
tratamiento en fotobiorreactor. Segun Ali et al., (2018) encontré que el
aumento de las concentraciones de Cromo por encima de 20 mg/L da como
resultado una disminucién gradual en el porcentaje de eliminacion. Esto

puede deberse a la saturacion de los sitios de union (Kiran et al., 2007, Al-
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Homaidan et al., 2014; Al-Homaidan et al., 2015 y Al-Homaidan et al., 2016).
La maxima concentracion residual de Cromo VI se present6 a los 6 dias de
evaluacion presentando una concentracion de 7.40 mg/L y 62.83% de
bioabsorcidén. Estudios llevados a cabo por Gupta et al, (2001) vy
Pagnanelli et al., (2013 ), muestran una eficacia mayor de la reduccion de Cr
VI obteniendo una tasa de reduccién de Cr (VI) de 95% a través de
cloroplastos extraidos de C. vulgaris en comparacion a la de utilizar algas
directamente, lo que infiere que los cloroplasto puede ser uno de los
organelos clave para la reduccion de Cr VI. En otro estudio por Husien et al.,
(2019) removieron el Cr VI de una solucion acuosa utilizando biomasa de
las algas pardas marinas Sargassum dentifolium. Los resultados alcanzaron
una maxima eficiencia del 99,68% aplicando 1,5 g /100 / ml de biomasa.

En la presente investigacion el experimento de bioabsorcion se realizé en un
fotobiorreactor Arlift, esto posiblemente se deba a la agitacion continua. Esto
puede atribuirse a que la agitacion mejora la superficie del area de contacto,
aumentando la propagacion y penetracion de iones de cromo dentro de los
poros de las microalgas, lo que lleva a una mayor bioabsorcion de Cromo
(Rajasimman y Murugaiyan, 2010).

La eficiencia de remocién también podria haber diferido porque las especies
de algas y microalgas probablemente tienen diferentes tipos y cantidades de
grupos funcionales activos disponibles para la bioabsorcién en sus paredes
celulares. (Ali et al 2018)

Bala et al., (2007) obtuvieron resultados similares alcanzando una reduccion
de 90.1% de Cromo VI en experimentos en matraces de 250 ml usando 0,1
0g/100 ml de biomasa de Lyngbya putealis con agitaciéon a 120 rpm y
concentracion maxima de Cr VI de 100 mg/l.

Jacome et al.,, (2009) realizo estudios de eliminacion de Cr VI por
Scenedesmus sp. en fotobiorreactor, el cual estuvo alimentado
continuamente con efluente sintético conteniendo 1.0 mg de Cr/L VI. Este
tratamiento disminuyo el contenido de pigmentos fotosintéticos y altero la
morfologia celular, pero la ganancia de peso seco no se vio afectada. La
eficiencia de eliminacion de Cr VI fue de 43.5 % y la absorcién de Cr (VI) fue

de 1.7 mg Cr VI. El sistema alcanz6 una tasa de extraccion de metal
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especifica de 458 ug de Cr VI, y una tasa de extraccion volumétrica de 132
ug Cr VI L-1d-1.

El efluente de curtiembres ademas de la presencia de metales pesados
presentaba cantidades considerables de nitratos y fosfatos, ambos
utilizables por las microalgas, lo que permite su crecimiento. Las
caracteristicas de las aguas residuales industriales y su efecto sobre el
crecimiento de microorganismos son ampliamente reconocidos y han
llevado a muchos a examinar su potencial como sustratos alternativos para
producir biomasa, con el objetivo de reducir los costos de produccion para
procesos biotecnolégicos como produccién de biogas y bioetanol. (Raouf,
Al-Homaidan 2012).

Algunas especies de microalgas, pueden crecer naturalmente en agua
contaminada por metales pesados debido a su tolerancia al estrés por
metales pesados (Balaji et al.,, 2016). Las especies de microalgas tienen
multiples estrategias de mecanismos de autoproteccion Unicos contra la
toxicidad de los metales pesados, como la inmovilizacion de metales
pesados, la regulacién de genes, la exclusion y la quelacién, asi como los
antioxidantes o enzimas reductoras que reducen los metales pesados
mediante reacciones redox (Goémez-Jacinto et al., 2015). Las microalgas
pueden formar complejos celulares de proteinas y metales pesados sin
cambiar su propia actividad (Priatni et al.,, 2017). Los complejos
organometalicos se separan en el interior de las vacuolas para ayudar a
regular la concentracion de iones de metales pesados en el citoplasma, lo
gue posteriormente mitiga sus efectos toxicos (Balaji et al., 2016b). Ademas,
los metales pesados activan la biosintesis de las fitoquelatinas (PC) que son
péptidos y proteinas ricos en tiol que minimizan el estrés por metales
pesados al interactuar con ellos (Gomez-Jacinto et al.,, 2015). Para
contrarrestar los radicales libres liberados por los metales pesados durante
la adsorcion, las microalgas sintetizan enzimas antioxidantes como la
ascorbato peroxidasa, catalasa, glutation reductasa, peroxidasa y superoxido
dismutasa (SOD), asi como antioxidantes no enzimaticos como
carotenoides, cisteina, acido ascoérbico (ASC), glutation (GSH) y prolina

(Upadhyay et al., 2016). La SOD actia como la primera linea de defensa
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contra el anion superoxido al descomponerlo en moléculas de oxigeno y
peroxido de hidrégeno. El peréxido de hidrégeno se degrada aln mas por la
catalasa en moléculas de agua y oxigeno (Balaji et al., 2016b). La cisteina
actia indirectamente o directamente como precursor de PC, GSH,
metalotioneinas y otros compuestos que contienen azufre, por lo que sirve
como indicador para la sintesis de diferentes antioxidantes. GSH y ASC son
importantes antioxidantes enddgenos sintetizados por microalgas y juegan
un papel clave en la reduccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y
radicales libres (Devars et al., 2000). Ademas de mantener el equilibrio de la
produccion y eliminacion de ROS, ASC protege las células de microalgas
regulando la actividad enzimatica que contiene metales y la via del acido
ascorbico-glutation (ASC-GSH), asi como manteniendo la disipacion del
exceso de energia de excitacion y eliminando ROS. Ademas, las microalgas
secretan un alto nivel de ASC como tampon redox hidréfilo que es
responsable de la proteccion del citosol y otros componentes celulares
contra las amenazas oxidativas.

Por otro lado, un alto nivel de GSH protege a las microalgas proporcionando
tolerancia, eliminando los radicales libres, facilitando la sintesis de PC y
ASC, asi como la restauracion del sustrato para otros antioxidantes
(GomezJacinto et al., 2015; Upadhyay et al.,, 2016). La eliminacion de
metales pesados por microalgas se logra mediante un mecanismo de dos
etapas. La primera etapa es la adsorcion pasiva extracelular rapida
(biosorcidn), mientras que la segunda etapa es la difusién y acumulacion
positivas intracelulares lentas (bioacumulacién). Ademas de las sustancias
poliméricas celulares como péptidos y exopolisacéridos con grupos urénicos,
la pared celular de las microalgas esta compuesta principalmente por
polisacaridos (celulosa y alginato), lipidos y proteinas organicas, proporciona
muchos grupos funcionales (como amino, carboxilo, hidroxilo, imidazol,
fosfato, sulfonato, tiol y otros) capaces de unirse a metales pesados (Priatni
et al., 2017). Ademas, tiene una gran cantidad de alcoholes monoméricos,
laminaran, sulfato desprotonado y grupos carboxilo que atraen tanto
especies anidnicas como catidnicas de diferentes metales pesados. La

biomasa de microalgas también tiene diferentes grupos funcionales, como
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amida, carbonilo, acido carboxilico, éter e hidroxilos que contribuyen a la
bioabsorcién (Pradhan et al., 2019).

Se han propuesto varios mecanismos para la reduccion y eliminacién de Cr
(V1) por microalgas, dependiendo de las propiedades de union de los grupos
funcionales y la naturaleza de las condiciones de operacion. Se ha
informado que la bioabsorcibn de Cr (VI) en las sustancias poliméricas
extracelulares es el principal mecanismo que contribuye a la biorremediacién
del cromo por las microalgas (Hedayatkhah et al., 2018). Los organulos,
granulos y péptidos y proteinas citosdlicos termoestables acumulan la mayor
parte del Cr (VI) dentro de las células de microalgas (Aharchaou et al.,
2017). Ademés de la adsorcion extracelular y la acumulacion intracelular de
Cr (VI), la cromo reductasa enzimatica también es responsable de la
eliminacién de los iones de metales pesados (Lee et al., 2017; Yen et al.,
2017). Ademas, el Cr (VI) también interactida con el donante de electrones
de los agentes reductores (como el grupo hidroxilo y los grupos alcohol
secundario) en la superficie de la biomasa y se reduce a Cr (lll), que
posteriormente se une al grupo funcional cargado negativamente (tales
como grupo sulfonato y grupo carboxilo).

Muchas especies de microalgas pueden tolerar y acumular altas
concentraciones de Cr (VI). Chlorella sorokiniana puede tolerar hasta 100
ppm de Cr (V1) durante tres dias y logré una eficiencia de eliminacion de
hasta 99,7% después de 24 h de tiempo de contacto (Husien et al., 2019).
Navicula subminuscula puede tolerar altas concentraciones de Cr (VI) hasta
10 mg / L y 4 mg 18 respectivamente, en condiciones de laboratorio y agua
gue contiene cromo natural. Las microalgas pueden eliminar casi por
completo el metal pesado hasta en un 98% en cultivos que contienen 20 mg
/ L de Cr (V1) (Cherifi et al., 2016). Phaeodactylum tricornutum y Navicula
pelliculosa pueden tolerar Cr (VI) hasta 1 mg / L. Pediastrum duplex pueden
tolerar Cr (VI) hasta 1.936 y 0.224 g / L, respectivamente, y el primero tiene
una eficiencia de eliminacion de Cr del 71% (Dao et al.,, 2018). Cuatro
microalgas presentaron diferente tolerancia cuando se cultivaron con Cr (VI)
en el siguiente orden; Lyngbya sp. > Chlorella sp. > Scenedesmus
dimorphus> Oscillatoria sp. (Nath et al., 2017). Ademas, Scenedesmus
acutus y Chlorella vulgaris pueden tolerar Cr (VI) hasta 15 y 45 mg / L,

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM =&  DE SANTA MARIA

respectivamente (Travieso et al.,, 1999). Para la eliminacion de Cr (VI)
utiizando Anabaena, Oscillatoria, Phormidium y Spirogyra sp. Los grupos
funcionales responsables de la unién de iones metélicos en la pared celular
de las microalgas fueron los grupos carboxilato, éster e hidroxilo (Balaji et
al., 2016). Jacome-Pilco y sus colegas han estudiado la eliminacion de Cr
(V1) en un sistema de cultivo contindo utilizando Desmodesmus incrassatulus
cultivado en un fotobiorreactor Air-lift. El cultivo alcanz6 un estado estable
después de 14 dias; La eficiencia de absorcion y remocién de Cr (VI) lograda
fue de 1,7 mg / g y 43,5%, respectivamente (Jacome-Pilco et al., 2009).
Shen y colaboradores han estudiado el potencial de eliminacion de Cr (VI)
de tres cepas de microalgas heterotréficas, a saber, Botryococcus sp. ,
Scenedesmus sp. y Chlorella sp. y la cepa NJD-1 mostraron una mayor
tolerancia a Cr (VI) en comparacion con las otras dos cepas. Cultivando al
3% v / v de acetato de sodio y 5 mg / L de Cr (VI), las microalgas lograron
una eficiencia de eliminacion del 94,2%, 66,9%, 99,2% y 98,2% de Cr (VI),
NO3, PO4 y carbono orgéanico tota respectivamente (Shen et al., 2019).

Los grupos funcionales como -OH, -NH, CH alifatico, amino, carboxilo y
grupos alcohol secundario participan como donantes de electrones en la
reduccion de Cr (V1) a Cr (lll) hasta un 87,2% (Shen et al., 2019). Por otro
lado, la literatura ha reportado la utilizacion de biomasa muerta de
microalgas como biosorbente para la remocion de Cr (Ill) y Cr (VI), donde S.
platensis demostro una eficiencia de eliminacion satisfactoria > 80% para Cr
(V1) hasta 25 mg/L con biomasa de 2-4 g/L (Finocchio et al., 2010). La
eliminaciéon de Cr (VI) también puede explicarse por un mecanismo de
reduccion acoplado por adsorcion en el que el Cr (VI) se elimina por
reduccion directa del donante de electrones de biomasa (Park et al., 2007).
Los grupos funcionales tales como aldehidos, cadenas de alquilo, amida,
amina, alcoholes/fenoles, carboxilico, éster, compuestos de haluro organico,
fosfato, sulfoxido y cadenas orgénicas alifaticas de celulosa se identificaron
como grupos funcionales para la biosorcién de cromo (Kit et al., 2020).
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CONCLUSIONES

PRIMERA: Se logré cuantificar valores altos en los parametros
fisicoquimicos de los efluentes del PIRS. Los valores fueron: Cromo VI,
29.60 mg/L; DQO, 1522.00 mg/L; DBO, 1183.00 mg/L; Solidos totales
disueltos 1381 mg/l y pH 9.40.

SEGUNDA: Durante el periodo de adaptacién y tolerancia se encontré que
el mayor crecimiento de Desmodesmus quadricauda fue a la concentracion

de 50ppm de cromo VI.

TERCERA: Se disefio un sistema de bioabsorcién de cromo VI de efluentes
industriales del PIRS, en la cual se redujo la concentracion de cromo desde

29.60 mg/L a 1.70 mg/L durante 9 dias de evaluacion.

CUARTA: Se alcanzé6 una concentracion residual de 1.70 mg/L de cromo VI
y una capacidad de bioabsorcion de cromo VI con el fotobioreactor Air-Lift,
fue de 94.24 % durante 9 dias de evaluacion. Se sugiere que la microalga
Desmodesmus quadricauda presenta gran potencial para reducir cromo VI

de efluentes de curtiembres.
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RECOMENDACIONES

1. Trabajar con efluentes de las otras lagunas de estabilizacion del PIRS,
para comprobar que el método es efectivo en todas las lagunas existentes.

2. Realizar mas pruebas con otras concentraciones de cromo VI, para
tener mas datos, realizar mas comparaciones y asi tener un valor mucho
mas exacto en cuanto a la tolerancia de la microalga Desmodesmus
gquadricauda.

3. Realizar pruebas de desorcion de cromo VI en la biomasa del alga en
estudio.

4. Diseflar otro tipo de biorreactor y evaluar las condiciones de
bioabsorcion.
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ANEXOS

ANEXO 1
ZONA DE ESTUDIO

'Y

Fig. 1. Imagenes panoramicas de la zona de estudio, Parque Industrial Rio
Seco - Cerro Colorado- AREQUIPA.
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Fig. 2: Imagenes de zonas contaminadas por curtiembres
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ANEXO 2
MUESTREO DE AGUAS RESIDUALES Y COLECTA DE MICROALGAS

Fig. 3: Imagenes de la coleccion de muestras de microalgas en el Parque
Industrial Rio Seco - Cerro Colorado
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Fig. 4: Imagenes de las microalgas presentes en el Parque Industrial Rio
Seco - Cerro Colorado
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ANEXO 3
DISENO Y ELABORACION DEL FOTOBIORREACTOR

Fig. 5: Disefiando varias configuraciones del fotobiorreactor
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Fig. 6: Pruebas de funcionamiento del fotobiorreactor
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Fig. 7: Pruebas de funcionamiento del fotobioreactor

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
Q&i=B CATOLICA
TESIS UCSM =&  DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

ANEXO 4
ESCALAMIENTO DEL CULTIVO EN FOTOBIORREACTOR

Fig. 8: Escalamiento del cultivo en fotobiorreactor
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Fig. 9: Fotobiorreactor con el efluente del PIRS
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ANEXO 5
ANALISIS DE LABORATORIO

LA DIRECCION DE ACREDITACION DEL Ib ey

LABORATORIO DE ENSAYO ACREDITADO POR (C INACAL
INACAL CON REGISTRO N° LE-050

. . Rogistro N'LE - 050
Laboratorios Analiticos del Sur
INFORME DE ENSAYO LAS01-AG-AC-19-00323
Fecha de emision : 24/07/2019 Pagina1de3
Sefiores | WINDER GIOVANNY PAREDES ARENAZAS
Direccién : CALLE UNION 107 PACHACUTEC VIEJO CERRO COLORADO
Atencién : WINDER GIOVANNY PAREDES ARENAZAS
Proyecto i de los
PROTOCOLO DE MUESTREO
Muestreo realizado por  : WINDER GIOVANNY PAREDES ARENAZAS Fecha de recepcion  : 16/07/2019
Registro de muestreo 124719 Fecha de ensayo : 16/07/2019
P Aplicado por el cliente Nro de muestras 74
Lugar de analisis : Parque Industrial de Rio Seco C-1 Cerro Colorado Arequipa Perd
Hora
(¢) Punto de (c) Fecha de (©) 5
Cotl!...xnltse.mo (c) Nombre de muestra (c) Matriz de la muestra MH}(‘%@;%":;& part. muestreo y/o inicio de de :zclo
muestreo
i PARQUE INDUSTRIAL RIO SECO
AG19000588 | ACIARESIDUAL Aguaesianl e MZ B LT 4 EL GRAN PODER- 8150319-188883 | 16/07/2019 | 1320
CERRO COLORADO - AREQUIPA
(c) : datos proporcionados por el cliente. El io no se iliza por la i i por el cliente.

Condiciones de recepcion de la muestra
Cooler refrigerado, Temperatura de muestra: 4 C

Observacién

(*) Los métodos indicados no han sido acreditados por el INACAL-DA.

“<Valor numérico” = Limite de deteccion del método, *<Valor Numérico™ = Limite de cuantificacion del método.

Los resultados de los ensayos no deben ser utilizados como una certificacion de conformidad con normas de producto o como certificado del sistema de calidad
dela entidad que lo produce. Los resultados presentados solo estan relacionados a la muestra ensayada.

Esta terminantemente prohibida la reproduccién parcial o total de este documento sin la autorizacion escrita de LAS. Cualquier enmienda o correccién en el
contenido del presente documento lo anula.

Parque Industrial Rio Seco C - 1 Cerro Colorado - Arequipa - Peru
Teléfono (054) 443294 Fax (054) 444582 www.laboratoriosanaliticosdelsur.com

A-18 N° 7546
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LABORATORIO DE ENSAYO ACREDITADO POR INACAL
LA DIRECCION DE ACREDITACION DEL = b

INACAL CON REGISTRO N° LE-050

Labovatonios Analicos dal S

INFORME DE ENSAYO LAS01-AG-AC-19-00323
Fecha de emision : 24/07/2019 Pagina 2 de 3

RESULTADOS DE ENSAYO FISICO QUIMICO

e " %0
Cedigo o 06805

Inteena Nomire de Muestra 5 i
L = mgil gl mg 021
AG17001013 M 29 60 1183.00 | 152200
AGITTI004 M2 260 997.00 121000
AG7000015 (75 T.40 694.50 1006.00
AG17001018 M4 1.70 45687 74000

"Los ensayos acredilados del presente i formalcanificado af estar en e marco ¢ 13 acreditacion del INACAL - DA, se encLanian

danto de! @mbite de reconocimiento muluo de los miembros firmantes ce IAAC ¢ ILAC"

(") Los métodos indicados no han sido acreditadas por el INACAL-DA.

“<Valor numérico” = Limits de detoeccidn del método, *«<Vizior Numérica = Limite de cuantificacion del método.

Los resuliados da los ersayos no dabon ser utilizados Como UNa CanMcaciin da confarmidad con normas de producio © como certificade del sistema de calidad
de la antdad que lo produce. Los resullados presantadas solo estan relaconados a la muestra ensayads

Estd terminantemante prohibida i reproduceién parcial o lotal de este documanto sin 18 autarizaciin oscrita de LAS. Cualquier anmienda o comeccidn en ef
contenido del presente documento o anule.

Parque Industrial Rio Seco C - 1 Cerre Colorado - Areguipa - Pend
Teléfono (054) 443294 Fax (054) 444582 www. laboratoriosanaliticesdelsur.com

A-18 N° 7547

Fig. 11: Imagen del certificado del analisis de laboratorio de los parametros

fisicoquimicos
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