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RESUMEN

La microalga Chlorella sp. ha sido de mucha importancia en los Gltimos afios en
la investigacion y desarrollo en multiples areas como agricola, alimenticia y
ambiental, por su gran capacidad de remocion de metales pesados como el
cadmio (Cd). EI Cd es un metal pesado que causa toxicidad en el higado y
rinfones en el ser humano, se encuentra en el suelo y fuentes hidricas, donde
pasa por la cadena alimenticia hasta llegar a ser ingerido por ser humano.
Chlorella sp. posee las caracteristicas para una efectiva biorremediacion de

este contaminante mediante sus mecanismos de bioacumulacion y biosorcion.

El objetivo de la presente investigacion fue determinar la capacidad de
remocién de Cd in vitro por parte de Chlorella sp. inmovilizada en alginato de
sodio utilizando cinco concentraciones de solucion de Cd (0.5, 1, 2, 3, 5 ppm).
Se obtuvo un cultivo puro de la microalga con el medio de cultivo de Nitrofoska
al 3%, y se escal6 hasta un volumen de 5 L en seis frascos (F1, F2, F3, F4, F5
y F6), de los cuales los cuatro primeros mantenian aireacion y luz artificial led
durante 24 horas y los restantes luz natural sin aireaciéon. Se midio la
concentracion celular en 12 momentos por un lapso de 21 dias. Para evaluar la
remocién de Cd se realizaron 5 tratamientos formados por perlas de alginato
con un concentrado microalgal mas las distintas concentraciones de Cd (0.5, 1,
2, 3y 5 ppm) que se evaluaron mediante espectroscopia de absorcion atomica.
Se evaluaron estadisticamente los resultados mediante pruebas t de Student y
analisis de varianza. Se evidencid que existen diferencias estadisticas
significativas en la concentracion celular al evaluar como factores al tipo de luz
y a la presencia de aireacion. EI mayor porcentaje de remocion (91.50%) con
perlas de alginato mas Chlorella sp. se produjo con un contenido de 5 ppm de
Cd seguido de la concentracion de 3 ppm (90.21%). Al evaluar
estadisticamente todos los tratamientos se encontraron diferencias

significativas en la concentracion de remocion de Cd.



ABSTRACT

The microalga Chlorella sp. has assumed a great importance in recent years in
research and development in many areas such as agricultural, food and
environmental, for its great ability to remove heavy metals such as cadmium
(Cd). Cd is a heavy metal that causes toxicity in the liver and kidneys in
humans, it is found in soil and water sources, where it passes through the food
chain until it is ingested by humans. Chlorella sp. has the characteristics for an
effective bioremediation of this contaminant through its mechanisms of

bioaccumulation and biosorption.

The objective of the present investigation was to determine the capacity of
removal of Cd in vitro by Chlorella sp. immobilized on sodium alginate using five
concentrations of Cd solution (0.5, 1, 2, 3, 5 ppm). A pure microalgae culture
was obtained with 3% Nitrofoska culture medium and scaled to a volume of 5 L
in six flasks (F1, F2, F3, F4, F5 and F6), of which the first four maintained
aeration and artificial light led for 24 hours and the remaining natural light
without aeration. The cell concentration was measured in 12 moments for a
period of 21 days. To evaluate the elimination of Cd, 5 treatments given by
alginate beads with a microalgae concentrate plus the different concentrations
of Cd (0.5 1, 2, 3 and 5 ppm) were evaluated by atomic absorption
spectroscopy. The results were statistically evaluated using t Student test and
analysis of variance. It was evidenced that there are significant statistical
differences in the determination of the quality of the factors like the type of light
and the presence of aeration. The highest removal percentage (91.50%) with
alginate beads plus Chlorella sp. was produced with a content of 5 ppm of Cd
followed by the concentration of 3 ppm (90.21%). When statistically evaluating
all treatments were found significant differences in the concentration of Cd

removal.
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Capitulo I. Introduccidn

1.1. Antecedentes

En los ultimos afios el mundo se ha enfrentado a problemas en el medio
ambiente ocasionados por diversos contaminantes y fuentes de
contaminacion debido a labores extractivas y de desarrollo de la
sociedad. Estos avances han provocado el incremento de la
contaminacion del suelo y de los recursos hidricos a nivel mundial, con
lo que surge la necesidad de generar estrategias para remediar estos
dafios que en muchos casos han llegado a ser irreparables (Kshirsagar,
2013, p. 340; Fraile et al., 2005, p. 61).

Actualmente no existen mecanismos naturales con una alta eficiencia
para la remocion de metales pesados. Cuando los mismos son liberados
en el ambiente se distribuyen en los componentes biéticos y abibticos
del ecosistema y no pueden ser metabolizados, ni absorbidos en su
totalidad por los organismos presentes en el medio (Zayadan,

Sadvakasova, Hassan y Beisenova, 2013, p. 32).

Entre los metales pesados generados a nivel industrial y que son
considerados como contaminantes se encuentran: cadmio (Cd?*), plomo
(Pb*"), cromo (Cr?"), hierro (Fe**), cobre (Cu?"), zinc (zn*"), niquel (Ni*"),
manganeso (Mn?"), entre otros (Tsekova, Todorova y Ganeva, 2010, p.
447; Nandi, Mukherjee y Saha, 2015, p. 2). Uno de los que causan
mayor toxicidad en el medio ambiente es el Cd, considerado como uno
de los contaminantes mas peligrosos. Su utilidad se da en procesos de
la industria entre los que destacan la metalurgia, ceramica y fotografia.
La toxicidad del Cd en la salud humana se hace evidente en la variedad
de enfermedades y sintomas que provoca, donde estan incluidos la

disfuncion renal, hipertension, lesién hepatica y dafio pulmonar (Chen et



al., 2014, p. 176; Kazi, Jalbani, Kazi, Jamali y Pirzado, 2008, p. 738; Kazi
et al., 2008, p. 271).

La alta toxicidad del Cd en el agua ha llevado a que se tenga controles
estrictos en la concentracion de este metal en el agua destinada para el
consumo humano. Por esta razén la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) recomienda que la concentracion de cadmio en agua para
consumo humano no debe exceder la concentracion de 0.005 mg/L
(Edris, Alhamed y Alzahrani, 2014, p. 87).

Uno de los métodos que brinda mayores perspectivas para realizar la
remocién biolégica de iones metdlicos pesados es el uso de
microorganismos, lo cual se conoce como biorremediacién. Una de sus
variantes es la que utiliza microalgas, el cual se conoce como
ficorremediacion. Las microalgas son reconocidas en la naturaleza por
su papel en la purificacién del agua y su uso en la remocién de metales
pesados. Tienen como ventajas la facilidad de produccién de biomasa a
bajo costo debido a su capacidad de fotosintesis (Hernandez y Olguin,
2002, p. 1369; Tsekova et al., 2010, p. 447).

Chlorella sp. es uno de los géneros que se usan en la ficorremediacion
de metales pesados por su alta eficiencia. Esto se debe a que poseen
una carga negativa en su membrana celular generada por grupos
fosfatos, lo que genera una afinidad por los iones metélicos pesados
(Yyang, Cao, Xing y Yuan, 2015, p.537). Se conoce que estos
microorganismos remueven metales pesados del medio a través de dos
mecanismos de captacion, uno activo (bioacumulacion) y otro pasivo
(biosorcion) (Edris et al., 2014, p.88; Fraile et al., 2005, p.62).

La ficorremediacion con Chlorella es una alternativa sustentable y con
altos indices de remocion de metales pesados, especialmente en

sistemas acuosos. Chlorella sorokiniana posee una alta capacidad y



eficiencia en la remociéon de Cd. La biosorcién de Cd a 10 ppm de
concentracion con células inmovilizadas fue de 93.5% en solo 5 minutos.
Esta observacion indica que tiene afinidad de sorcion activa y eficiente
para este metal (Akhtar, Saeed e Igbal, 2003, p. 164). Se han realizado
estudios donde se ha validado la biosorcion de metales pesados por
parte de microalgas Chlorella. Este proceso se produce como resultado
de la combinacion de intercambio idnico, interacciones electrostaticas,
etc. Chlorella vulgaris fue sometida a una concentracion de cobre de 100
ppm, donde se llegd a remover hasta el 94,7% del metal en forma ionica,
de esa forma se evidencia la capacidad de la microalga para la remocion
de estos contaminantes (Al-Rub, El-Naas, Ashour y Al-Marzouqi, M,
2006, p. 459).

Al utilizar Chlorella sp. experimentalmente se ha podido llegar a
resultados prometedores, como la remocion del 80% del metal pesado a
partir de una concentracién entre 0.5-1.5 mg/L de Cd luego de tres dias
de exposicion (Alam et al., 2015, p. 38). En otro estudio se obtuvo un
resultado de 76.3% de remocion del metal del medio por parte de la
microalga (Zayadan et al., p.33). Chlorella sp. es muy versatil para la
adaptacion a medios de cultivo, puede crecer muy bien tanto en medios
especializados para algas como en fertilizantes, de los cuales el mas
utilizado es el Nitrofoska (Brito, Milani, Pereira, Gonzalez y Moran, 2006,
p. 398).

La actividad de remocion de metales pesados se realiza con microalgas
libres e inmovilizadas. Un método de inmovilizacién es el atrapamiento
en gel formado por sustancias como polisacaridos, proteinas y
poliacrilamida, las que se las conoce como soportes. Entre los
polisacaridos mas utilizados resalta el alginato de sodio, debido a su
baja toxicidad para la célula, estabilidad fisica y mecéanica, facilidad de
produccion y operacion y por ultimo un bajo costo (Meunier, Dandoy y
Su, 2010, p. 213; Song, Rashid, Choiy Lee, 2011, p. 8677).



El tamafio del poro es un punto importante para elegir un soporte, donde
se recomienda una dimension entre 0.7 y 1.5 nm de didmetro. Cabe
destacar que el alginato de sodio posee un tamafio de poro dentro de

este rango (Cafizares-Villanueva, 2000, p.132).

La inmovilizacion de microalgas tiene ventajas experimentales, donde se
ha demostrado que las células libres acumulan menos metales que
células inmovilizadas (Alam et al., 2015, p. 38). La inmovilizacion reduce
los efectos negativos que puedan tener el crecimiento descontrolado,
pérdida de la biomasa y factores ambientales sobre un cultivo microalgal

(Garzon-Jiménez y Barragan-Huerta, 2008, p. 24)
1.2.Planteamiento del problema

La contaminacion de los recursos naturales en los ultimos afios ha sido
recurrente debido a la expansion de la civilizacidon y al desarrollo que la
acompanfa, la misma que no ha sido sustentable con el medio ambiente.
Existen diferentes contaminantes, ya sea organicos, generados por
labores antropicas (hidrocarburos, combustibles fésiles, plaguicidas,
abonos, entre otros) e inorganicos que en algunos casos son desechos
de efluentes de industrias dentro de los cuales se encuentran los
metales pesados. La presencia de iones metéalicos pesados como Pb?*,
Cr?*, zn*, Ni**, y particularmente Cd, es muy comin en las aguas
residuales de la industria metallrgica, ceramica, textil y mineria, ya que
no son eliminados de forma adecuada y conducen a la contaminacion de
las fuentes hidricas (Zeraatkar, Ahmadzadeh, Talebi, Moheimani, y
McHenry, 2016, p. 818; D-Bashan y Bashan, 2010, p. 1612). Dichos
elementos tienen un efecto toxico, incluso en bajas concentraciones y se
acumulan a lo largo de la cadena alimenticia, lo que puede
desencadenar en graves riesgos ecologicos y para la salud humana

(Edris et al., 2014, p.88). Particularmente el Cd al ser un metal que no es



biodegradable puede causar trastornos agudos y crénicos en los
organismos (Anayurt, Sari y Tuzen, 2009, p. 256).

Los tratamientos tradicionales para eliminar los iones metélicos pesados
en agua incluyen algunas técnicas como extraccion con disolvente,
precipitacion quimica, intercambio i6nico, adsorcion con carbon activado,
quelacién, 6smosis inversa, operacion electroquimica, por citar a las
mas utilizadas. Sin embargo, estas técnicas fisicoquimicas poseen
desventajas significativas al ser costosas y ambientalmente
probleméticas, pues requieren la entrada de aditivos quimicos externos
0 energia, asi como la generacién de lodos concentrados téxicos que
deben ser eliminados. Estas desventajas son mas evidentes a bajas
concentraciones de metales que es lo que se encuentra regularmente en
aguas residuales. Por esa raz6n se hace necesario un método que
permita descontaminar las fuentes hidricas de iones metalicos pesados
gue sea eficiente, amigable con el medio ambiente y que sea econémica
para ser replicada a mayor escala. Por lo tanto, los tratamientos con
microalgas, en particular con Chlorella sp. representa una opcion viable
para lograr este propésito (Huang et al., 2003, p.380; Edris et al., 2014,
p. 87).



1.3.0bjetivos

1.3.1. Objetivo General
Evaluar la capacidad de remocion de Cadmio in vitro a partir de aguas
contaminadas con Chlorella sp. inmovilizada en perlas de alginato de
sodio.

1.3.2. Objetivos especificos

e Obtener el crecimiento, y desarrollo de un cultivo puro Chlorella sp.

en un medio de cultivo de Nitrofoska.

e Evaluar los parametros cinéticos de crecimiento para Chlorella sp.

con medio de cultivo Nitrofoska.

¢ Inmovilizar la microalga Chlorella sp. en alginato de sodio.

e Cuantificar la concentracion de Cadmio absorbida por Chlorella sp.

inmovilizada in vitro en base a un analisis de espectroscopia de

absorciéon atbmica.



1.4.Justificacién de la investigacion

En el Ecuador la contaminacion de los recursos hidricos se ha ido
incrementando con el paso de los afios, con cierto tipo de contaminantes
como lo son los metales pesados. Se registran casos de contaminacion
particularmente en los rios de la Amazonia y en cuerpos de agua como en

la laguna de Yahuarcocha (Escobar, 2002, p. 20).

El origen del Cd esta dado por fuentes de origen natural, que refieren a las
erupciones volcanicas y actividades del ser humano, asi también por las
actividades relacionadas a la explotacion de minas, agricultura, quema de
combustibles fosiles, etc. En el estero Santa Rosa de la Provincia de El
Oro, que es un area afectada por la mineria ilegal y contaminante, se han
reportado valores de concentracion de metales pesados entre 11.33 a
28.55 mg.kg™ de suelo, cuando el limite maximo permitido es de no mas
de 5 mg.kg™(Valarezo, 2014, p. 6). Debido a las zonas volcénicas del pais,
se ha registrado contaminacion natural por Cd en fuentes hidricas y suelos,
donde existen reportes de concentraciones entre 0.20 y 0.27 mg.kg™’ y de
1 mg.kg™ en la ciudad de Cuenca y en fincas cacaoteras de El Oro
respectivamente (Mite, Carrillo y Durango, 2010, p. 4-5; Sanchez-

Camazano, Sanchez-Martin y Lorenzo, 1994, p. 164)

Este tipo de contaminantes puede ser removido con el uso de
microorganismos como las microalgas, que tienen la capacidad de
bioacumular los metales pesados tanto en su pared celular como en el
interior de la célula y de esta forma disminuir la concentracion del
contaminante en el agua (Kaplan, 2013; Michalak y Chojnacka, 2010, p.
211). La recolecciébn y seleccion de microalgas de las fuentes de
contaminacion es util para un proceso de biorremediacion debido a la
exposicion a este tipo de contaminantes (Erazo y Jaramillo, 2005, p. 18-20;
Oquendo, 2016, p. 4).



2.1.

Capitulo Il. Marco teérico

Microalgas

2.1.1. Caracteristicas

Las microalgas son organismos unicelulares de forma y tamafio
variados, son fotosintéticos, 1o que les permite transformar la energia
luminica en energia quimica con una alta eficiencia, incluso superior a
las plantas. Son de suma importancia ecolégica debido a que son
productores primarios dentro de la cadena trofica (Torres, Mera, Herrero,
Abalde, 2014, p. 1217; Monteiro, Castro y Malcata, 2011, p. 367). Las
microalgas son consideradas como la forma primitiva de las plantas, por
esta razon se encuentra una alta semejanza fisiologica, bioquimica y
evolutiva entre una planta y una microalga clorofita (Mera, Torres,
Abalde, 2014, p. 93).

Las microalgas no solo se encuentran presentes en los ecosistemas
terrestres, sino también en los acuaticos, lo que da lugar a una gran
variedad de especies que se encuentran en lugares inhGspitos y en una
diversidad de condiciones ambientales. Se considera que existen
alrededor de 50000 especies de microalgas, de las cuales solo se han
descrito alrededor de 26000 especies. Al ser microorganismos se
presume que dicho nimero puede incrementar considerablemente por
todo lo que aun no se conoce y no se ha explorado (Stevenson,
Bothwell, y Lowe, 1996, p. 26; Richmond, 2004, p. 159).

Con el término microalga se sefiala a un amplio grupo de
microorganismos procariotas y eucariotas, fijjadores de dioxido de
carbono (CO,), el cual es convertido en materia organica. Existen

diferencias estructurales vy fisiologicas entre las microalgas eucariotas y



procariotas, sin embargo, son similares en el metabolismo fotosintético.

(Wolkers, Barbosa, Kleinegris, Bosma y Wijffels, 2011, p. 7).

Las microalgas poseen caracteristicas de interés para su cultivo a gran

escala, entre las que sobresalen las siguientes:

e Elevada produccion de biomasa en todas las épocas del afio. Un
cultivo de microalgas es altamente productivo si se lo compara
con uno de plantas. Si se considera su tiempo de duplicacion
celular es una gran ventaja debido a que es de apenas 3.5 horas,
con lo cual en promedio se puede hacer cosechas de biomasa en
intervalos entre 8 y 24 horas (Chisti, 2007, p. 296).

e Disminuyen el consumo de agua en comparacion con los cultivos

vegetales.

e Se pueden cultivar en zonas aridas que no son aptas para la

agricultura.

La importancia de las microalgas es tal que todos los organismos vivos
tienen una dependencia directa e indirecta para subsistir gracias al
proceso de fotosintesis que realizan, produciendo oxigeno (O2), que es

indispensable para la vida (Richmond, 2004, p. 159).

Las algas estan clasificadas por los pigmentos que poseen, por la forma
de almacenamiento de nutrientes, por las sustancias quimicas en su
pared celular y por la ausencia o presencia de estructuras para el
movimiento (Wolkers et al., 2011, p. 9).
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2.1.2. Clasificacion de las microalgas

Existen diferentes formas para clasificar a las microalgas, aunque no
todas son aceptadas en su totalidad. Los analisis genéticos han ayudado
a generar una clasificacion mas confiable, sin embargo, la
categorizacion mas aceptada se basa en los pigmentos como se
muestra en la Tabla 1 (Pulz y Gross, 2004, p. 635; Melis, 2009, p. 272-
273).

Tabla 1.

Pigmentos de microalgas de acuerdo a su division

Cyanophyta Clorofila a, Ficocianobilina, ficoeritrobilina
Rhodophyta Clorofila a, Ficoeritrobilina

Chlorophyta Clorofilaay b

Haptophyta Clorofila a, c2, fucoxantina

Dinophyta Clorofila a, c2, peridina

Cryptophyta Clorofila a, c2, ficocianobilina o ficoeritrina
Euglenophyta Clorofilaay b

Tomado de (Kumar, 1999).

A continuacién, se muestran los principales grupos de acuerdo a su

pigmentacion:

e Microalgas verdes: a este grupo pertenecen los miembros de la
division Chlorophyta. Dichas algas contienen clorofila, tal como
las plantas, ademas de una gran cantidad de proteinas. Bajo
condiciones de estrés estas producen almidon vy lipidos, los que
se almacenan en el interior de la célula; esta es una caracteristica

importante para su uso en la elaboracion de biocombustible.
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Microalgas rojas: estas pertenecen a la division Rhodophyta, las
cuales son mayormente marinas. Estas microalgas realizan la
fotosintesis a grandes profundidades debido a sus pigmentos,
uno rojo como la ficoeritrina. Estos pigmentos absorben ondas de
luz verde, violeta y azules, las que logran penetrar a una gran

profundidad en el agua.

Diatomeas: a esta clasificacion pertenecen mas de 12000
especies, es el grupo que produce mas biomasa en la tierra. Son
parte fundamental de muchos ecosistemas acuéaticos como parte

de la cadena tréfica.

Microalgas pardas: en este grupo se encuentran alrededor de
1500 a 2000 especies de algas que subsisten exclusivamente en

el mar.

Microalgas doradas: a este grupo pertenecen cerca de 1000
especies de coloridas algas unicelulares. Se las encuentra
principalmente en agua dulce, aunque también se han hallado

especies marinas. Poseen flagelos para su desplazamiento.

Microalgas verde-amarillas: conformadas por aproximadamente
600 especies que estan muy relacionadas con las algas pardas,
pertenecen a la division Haptophyta.

Microalgas azules o cianobacterias: es un grupo de bacterias
fotosintéticas, pertenecen a la division Cyanophyta. Producen
toxinas que en altas concentraciones pueden afectar seriamente
la calidad del agua (Wolkers et al., 2011, p. 10-11).
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2.1.3. Factores reguladores del crecimiento de microalgas

Existen varios factores que influyen en el crecimiento de las microalgas

entre los cuales se encuentran:

e Factores abioticos: la calidad y cantidad de luz, temperatura,
concentracion de nutrientes, O, CO», pH, salinidad y sustancias

quimicas toxicas

e Factores bidticos: como patégenos, tales como bacterias, hongos,

virus y competencia por otras algas.

e Factores operacionales: como una mezcla no homogénea,
velocidad de dilucion, profundidad, frecuencia de cosecha y
adicién de compuestos quimicos como bicarbonato (Mata, Martins
y Caetano, 2010, p. 218)

Las microalgas en su mayoria son organismos fotoautétrofos, por lo cual
son capaces de obtener sus nutrientes y almacenarlos, esto es favorable
en la utilizacion de los recursos bajo condiciones adversas. En general
para obtener crecimiento de biomasa uno de los nutrientes
indispensables es el carbono (C), cuya dependencia esta entre el 40-
50%. La fotosintesis depende exclusivamente del suministro adecuado
de C y luz (Moheimani, 2005, p. 30; Kaewpintong, Shotipruk,
Powtongsook y Pavasant, 2007, p. 290). Sin embargo, las microalgas
realizan cambios fisiolégicos y bioquimicos por lo que cambian su
estructura interna para adaptarse a condiciones adversas. Ademas,
pueden excretar compuestos que mejoran la disponibilidad de nutrientes
limitando asi el crecimiento de los organismos competidores (Richmond,
2004, p.160). Las microalgas asumen muchos tipos basicos de nutricion,
como fotoautotroficos, heterotroficos, mixotroficos, fotoheterotréficos lo

gue les permite responder con cambios nutricionales a modificaciones
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en las condiciones ambientales. Los organismos fotoautotréficos
convierten luz en energia quimica a través de reacciones fotosintéticas.
La conversion de energia solar en energia quimica se rige a la siguiente

ecuacion (Ripolles y Mena, 2008):

6C0, + 6 H,0 + energia solar — CgH,,04 + 60, (Ecuacion 1)

En el tipo de nutricion heterotréfica se emplea compuestos organicos de

fuentes externas como los azuUcares.

En el tipo mixotrofico se emplea fuentes organicas e inorganicas, como
fuente de energia. La anfitrofia, subtipo de mixotrofia, significa que los
organismos pueden vivir autotr6ficamente o0 heterotréficamente,
dependiendo de la concentracion de compuestos organicos y de la

intensidad luminosa disponible.

En el tipo fotoheterotréfico se requiere la luz para el uso de compuestos
organicos como fuentes de C (Chojnacka y Marquez-Rocha, 2004, p. 22;
Mata et al., 2010, p. 218).

La temperatura es el factor limitante mas importante, después de la luz,
al momento de cultivar microalgas tanto en sistemas cerrados como al
aire libre. El efecto de la temperatura para muchas especies de
microalgas en el laboratorio es un crecimiento acelerado, pero la
magnitud de los efectos de la temperatura en la produccion de biomasa
al aire libre aun no esta bien establecida por las fluctuaciones que puede
tener debido a las condiciones ambientales. Muchas microalgas toleran
facilmente temperaturas con un valor de 15 °C inferior a su temperatura
Optima que es de 24°C, pero soportan s6lo de 2 a 4 °C por encima de
esta ultima. Si se supera los valores mencionados provocaria la pérdida
completa del cultivo (Moheimani, 2005, p.31; Mata et al., 2010, p.219).
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La salinidad, tanto en sistemas abiertos como cerrados, afecta el
crecimiento y la composicion celular de las microalgas. Cada alga tiene
un rango diferente de salinidad Optima, la cual se encuentra entre 15 a
35 ppm de acuerdo a su habitat natural, la que puede aumentar durante
las condiciones de clima calido debido a la alta evaporacion (Moheimani,
2005, p.30).

La mezcla es otro parametro importante de crecimiento ya que al
homogeneizar el medio se distribuyen las células, el calor, los
metabolitos y se facilita la transferencia de gases. También es necesario
un cierto grado de turbulencia, especialmente en la produccion a gran
escala, con el fin de promover la circulacion rapida de células de
microalgas de la zona oscura a la zona de luz del reactor (Barbosa,
2003, p.18).

Los contaminantes biolégicos comunes como algas no deseadas, moho,
levadura, hongos y bacterias, se convierten en otro factor influyente en el
crecimiento. Segun Moheimani (2005, p.32), una manera de disminuir
los contaminantes y mejorar el rendimiento después de eliminar el
organismo no deseado es someter al cultivo a un cambio temporalmente
extremo de los factores ambientales tales como la temperatura, el pH o

la luz.

2.1.4. Aplicaciones de las microalgas
2.1.4.1. Biotecnologia de las microalgas
Segun la Organizaciéon de las Naciones Unidas para la Alimentacién

y la Agricultura, FAO (2016), la biotecnologia incluye una amplia

gama de tecnologias aplicadas al medio ambiente, agricultura,
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ganaderia, silvicultura, pesca, acuicultura, y la agroindustria que se
utilizan para diversos fines, como:
e EI mejoramiento genético de plantas y animales para
aumentar sus rendimientos o eficiencia.
e La caracterizacion y conservacion de los recursos genéticos
para la alimentacién y la agricultura.
e El diagndstico de enfermedades de plantas y animales.
e El desarrollo de vacunas.

e La produccion de alimentos fermentados.

Las aplicaciones citadas anteriormente se relacionan directa o
indirectamente con las microalgas. Las cuales son de gran interés
cientifico porque son utilizadas en su totalidad o por medio de sus
metabolitos en la industria, alimentacion humana y animal, asi como
en tratamientos de biorremediacion de aguas residuales y en la
reduccion del CO,. La utilizacion de microalgas para la remocion de
contaminantes en agua es una de las mayores aplicaciones
realizadas en los ultimos afios, en donde el género Chlorella tiene
una alta eficiencia con metales pesados, nitratos (NOj3’) y fosfatos
(PO,?). Ademas, es importante mencionar la afinidad de dicha

microalga con los metales polivalentes (Chiu et al., 2008, p. 3390).

En el estudio de las microalgas se han realizado aplicaciones
ambientales a escala industrial para la remocion de contaminantes.
Varias microalgas presentan una alta capacidad de union de metales.
Estas células, vivas 0 muertas y sus subproductos pueden ser
bioacumuladores eficaces tanto de formas solubles como de
particulas de metales. Varias especies de microalgas han
demostrado ser eficaces en la bioacumulacion de cromo, hierro,
cobre y otros iones metalicos de los efluentes contaminados tanto
como células libres e inmovilizadas. Anabaena sp. y Chlorella sp. son

dos de los géneros representativos en lo que respecta a la biosorcion
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de metales pesados (Ahluwalia y Goyal, 2007, p. 2245; Chatterjee,
Bhattacharjee y Chandra, 2010, p. 118).

Dentro de la investigacion biotecnolOgica, las microalgas se han
estudiado por sus aplicaciones en el campo agricola, acuicola y
ambiental (Chisti, 2007, p.296). Su uso se hizo mas comun durante la
Segunda Guerra Mundial, donde se buscé un suplemento alimenticio

completo con alto contenido en lipidos y proteinas (Albarracin, 2007,
p.4).

Chlorella sp.

2.2.1. Generalidades

Chlorella sp. en el transcurso de los ultimos afios ha sido objeto de
muchos estudios por sus beneficios, razon por la cual se la ha cultivado
de forma exhaustiva. Generalmente se realizan cultivos a gran escala
bajo el sistema de lotes por el bajo riesgo de contaminacion y la facilidad
de ejecucion (Chiu et al., 2008, p. 3390). Chlorella sp. puede ser
cultivada en condiciones fotoautotroficas, heterotroficas y mixotréficas,
siendo la primera la mas comun debido a la utilizacion de luz natural o
artificial para su cultivo. Durante el crecimiento fotoautotrofico, las algas
utilizan la energia del sol o de una fuente externa, nutrientes como el
nitrogeno (N) y fosforo (P) del medio y CO,, lo que permite aumentar la
densidad celular. La principal ventaja de la condicion de crecimiento
fotoautotréfico es que reduce el CO, para producir compuestos
organicos utiles para su metabolismo, como la glucosa. Sin embargo, es
importante mencionar que a medida que aumenta la densidad de las
algas, la exposicion a la luz de las células de las algas disminuye,
limitando la remocion de contaminantes de las aguas residuales
(Bhagyalaskhmi y Sarma, 2016, p. 643; Aksu y Donmez, 2006, p. 863).
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2.2.2. Morfologia, estructura

Las microalgas Chlorella son células pequefas, verdes, esféricas e
inmoviles, que se encuentran solitarias o formando colonias de forma
irregular. En el dltimo caso las células que la componen son del mismo
tamafio y mantienen su forma esférica, no se comprimen. La division
celular en Chlorella sp. se produce mediante division interna de la célula

madre en cuatro u ocho células hijas (Barsanti y Gualteri, 2006, p. 17).

Chlorella sp. es una microalga eucariota, que posee clorofila a y b para
realizar la fotosintesis lo que les brinda un color verde. Esta coloraciéon
puede variar por las condiciones ambientales a las que esté sometido el
cultivo, tales como la cantidad de luz disponible, nutrientes, entre otros
(Chisti, 2007, p. 296).

Las especies de este género se encuentran en muchos habitats y
ambientes, sin embargo, la mayoria se encuentra en los cuerpos de
agua dulce como rios, arroyos y lagunas. Poseen ciertas caracteristicas

gue las acercan a plantas vasculares en las que se citan:

e Contienen otros pigmentos como la luteina, xantofilas vy
zeaxantina en los cloroplastos ademas de la clorofila, sin
embargo, estos se encuentran en una concentracion muy baja por

lo que predomina la clorofila.

e Su pared celular esta compuesta en su mayoria por celulosa al
igual que en las plantas (Martinez-Trujillo y Garcia-Rivero, 2012,
p. 56).
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2.2.3. Taxonomia de la microalga
A continuacion, en la Tabla 2, se describe la taxonomia de Chlorella sp.

Tabla 2.

Taxonomia de Chlorella sp.

DIVISION Chlorophyta

CLASE Trebouxiophyceae
ORDEN Chlorellales
FAMILIA Chlorellaceae
GENERO Chlorella
ESPECIES Chlorella autotrophica

Chlorella minutissima

Chlorella pyrenoidosa

Chlorella sorokiniana

Chlorella variabilis

Chlorella vulgaris
Tomado de (SIB, s.f.)

2.2.4. Aplicaciones

Actualmente se han estudiado varias especies del género Chlorella
debido a su potencial bioquimico, estructural y por los metabolitos que
producen. Dentro de las aplicaciones se destacan las siguientes:

e Materia prima en la elaboracion de biocombustibles: Chlorella sp.,
tiene la capacidad de producir una cantidad considerable de
lipidos, como acidos grasos poliinsaturados, lo que puede a llegar
a representar hasta el 40% de su peso. Dicho proceso se produce
por transesterificacion (Hu et al., 2008, p. 623).
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e Suplementos nutricionales: Se las utiliza como complemento
nutricional gracias a que son una rica fuente de proteinas, lipidos
poliinsaturados y carbohidratos lo que favorece la actividad del

sistema inmunoldgico (Gonzales-Delgado, 2014, p. 128).

e Biorremediacidén: Este género posee caracteristicas fisiologicas
que le permiten remover contaminantes organicos e inorganicos,
entre los principales se encuentran: N, P y metales pesados
(Lépez, 2016, p. 3; Raeesossadati, Ahmadzadeh, McHenry y
Moheimani, 2014, p. 79).

El C, N, P y el azufre (S), se encuentran en efluentes de industrias
contaminantes, sin embargo, son los principales componentes
responsables del crecimiento de Chlorella sp. por lo que son utilizados
por esta en su metabolismo, reduciendo la polucion. Ademas, metales
como potasio (K), sodio (Na), calcio (Ca), Fe y magnesio (Mg) sirven
como micronutrientes para su crecimiento. Por ende, es importante la
absorcién de N y P, sin dejar de lado remocion de metales pesados por
la biomasa de algas (Cai, Park y Li, 2013, p.362).

2.2.4.1. Remocion de Nitrégeno

El N organico es un elemento clave en moléculas bioldégicas como las
enzimas, los péptidos, las proteinas, las clorofilas y las moléculas de
transferencia de energia como ADP (adenosina difosfato) y ATP
(adenosina trifosfato) (Barsanti y Gualtieri, 2006, p. 82). EI N organico se
deriva de fuentes inorganicas que incluyen nitrito (NOy), nitrato (NO3),
acido nitrico (HNO3), amoniaco (NHs), amonio (NH;") y N gaseoso (N,).
Chlorella sp. tiene la capacidad de convertir el N inorganico de las

formas de NO,", NO3, NH;" a N organico a través de un proceso llamado
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inmovilizacién. Solo las algas eucariotas como Chlorella sp. pueden

realizar la asimilacion de nitrégeno inorgénico (Cai et al., 2013, p. 361).

En la Figura 1 se describe el proceso de asimilacion del N inorganico. La
translocaciéon de N inorgénico tiene lugar a través de la membrana
plasmatica donde también se produce la reduccion de NOj’, seguida por
la formacién de NH;" en aminoacidos y glutamina. Inicialmente el NO3”
se reduce a NO;" por una nitrato reductasa dependiente de NADH vy el
nitrito se reduce a NH,4" por nitrito reductasa ligada a NADPH presente
dentro de Chlorella sp. EI NH;" resultante es asimilado para formar
aminoacidos por glutamina y glutamato sintasa dentro del fluido
intracelular usando ATP, glutamato (Glu) y glutamina sintasa. Asi, todas
las formas inorganicas de N se reducen finalmente a forma organica, es

decir a aminoacidos (Cai et al., 2013, p. 362).

Nitrato Nitrito Glutamina
Reductasa reductasa sintetasa
NO, f\: NO, /—‘: NH,' /ﬂ: L-glutamina
NADH NAD® 6Fd,_, 6Fd, ATP  ADP
+ + 4 - . 4
H* H,0 8H' 2H,0 Glu PO’

Figura 1.- Proceso de conversion del nitrégeno inorganico a organico.
Adaptado de (Cai et al., 2013, p. 363).

2.2.4.2. Remocion de fésforo (P)

El P se encuentra en lipidos, proteinas y acidos nucleicos. Cumple un
papel crucial en el crecimiento celular y el metabolismo de Chlorella sp.

Durante su metabolismo, el P esta presente principalmente en las
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formas de ion di hidrogeno fosfato (H,PO,) e ion fosfato de hidrégeno
(HPO,%) los que se incorporan a los compuestos organicos a través de
un proceso llamado fosforilacion, el mismo que es un proceso activo y
requiere energia. Esta energia proviene de la oxidacion de los sustratos
respiratorios, del sistema de transporte de electrones de las mitocondrias
o de la luz. La generacion de ATP a partir de ADP tiene lugar durante la
fosforilacion y las microalgas son capaces de asimilar y almacenar P en
exceso dentro de la célula en forma de granulos de volutina. Estas
reservas estaran disponibles durante el ciclo de crecimiento en ausencia

de P en los medios de cultivo (Larsdotter, 2006, p. 33).

2.2.4.3. Remocion de metales pesados

Las microalgas también requieren metales para sus funciones
biolégicas, como Fe, S, Mg, entre otros. Las microalgas tienen el
potencial de acumular altas concentraciones de metales de los sistemas
acuaticos contaminados. La acumulacibn de metales en las algas
involucra dos procesos: una adsorcion inicial rapida, un proceso pasivo,
seguida de una absorciobn mucho mas lenta, que es un proceso activo,
conocido como quimisorcién, que en conjunto ambos procesos
conforman la biosorcion. Ademas, se puede dar un proceso de
bioacumulacién que se produce en la pared celular (Bates, Tessier,
Campbell y Buffle, 1982, p. 521). En el caso de la biosorcion, durante la
captacion pasiva, tiene lugar la adsorcion fisica en la que los iones
metalicos se adsorben muy rapidamente sobre la superficie celular en
pocos segundos 0 minutos y este proceso es independiente del
metabolismo. A continuacion, se realiza la quimisorcion que es un
proceso dependiente del metabolismo, en el cual se realiza cuando los
iones son transportados lentamente a través de la membrana celular en

el citoplasma.



22

La pared celular de las algas tiene una superficie anionica y contiene
muchos grupos funcionales, tales como hidroxilo (-OH), carboxilo (-
COOH), amino (-NHy), sulfhidrilo (-SH), entre otros. Dado que los iones
metélicos en el agua estan generalmente en la forma catidnica, pueden
ser absorbidos sobre la superficie celular por diferencia de cargas (Crist,
Oberholser, Shank y Nguyen, 1981, p. 1213; Yu y Wang, 2004, p. 444).
Los granulos de polifosfato estan presentes en las algas y proporcionan
una piscina de almacenamiento para los metales. Varios investigadores
han establecido que los metales como Cd, Co, Hg, Ni, Cu, Ti, Pb, Mg,
Zn, se secuestran en los granulos de polifosfato en Chlorella sp. (Yu y
Wang, 2004, p. 445). Una vez que el metal se acumula dentro de la
célula, los iones metalicos estan preferentemente ubicados dentro de
organulos especificos o también se unen con proteinas como una
metaloproteina como se muestra en la Figura 2 (Zhou, Huang y Lin,
1998, p. 69).

Exopolisacaridos ¥
pared celular

oRoNN O

Fitoquelatina/
Metalotioneina

N\ M) l
/

Figura 2.- Sitios de union de metal de una microalga.

Adaptado de (Mehta y Gaur, 2005, p. 115).
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2.2.5. Medios de Cultivo

Por la importancia de los estudios en Chlorella sp. y demas microalgas
se ha buscado generar medios de cultivos que puedan producir una alta
densidad celular y que sean de bajo costo. Una alternativa a los medios
comerciales tradicionales es el uso de fertilizantes inorganicos, que
podrian cumplir con las exigencias nutricionales de las microalgas, asi
se conseguira un beneficio en la parte productiva con un bajo costo
(Ancin, 2011, p.67).

Nitrofoska es un fertilizante foliar inorganico que cumple la funcion de
estimular el crecimiento y desarrollo de las plantas. En su formulacién
contiene una mezcla de los nutrientes requeridos por una planta para
ayudar a su equilibrio fisiolégico. Nitrofoska es una de las alternativas
mas utilizadas como medio de cultivo para microalgas, en estudios
anteriores se ha demostrado un mejor desarrollo del microorganismo
usando este como nutriente principal (Maldonado, 2014, p.48). Con
Nitrofoska como medio de cultivo se obtuvo cinco veces la cantidad de
biomasa obtenida utilizando los medios Algaezim y Fuerza verde
(Granda, 2015, p.59).

2.3. Inmovilizacion de microorganismos

2.3.1. Generalidades

La inmovilizacion de microorganismos ha sido muy relevante en los
altimos afios debido al mejoramiento de los sistemas para tratamientos
de aguas, suelo y aire. Para lograr una inmovilizacién exitosa se deben
tomar en cuenta ciertos factores, tales como la presencia de una
superficie de adherencia amplia, facilidad de operacion, tamafio del
poro, intercambio de sustancias entre el medio y el interior del soporte,

estabilidad biolégica, quimica y térmica, resistencia a agentes externos
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como enzimas, solventes y el metabolismo del microorganismo

inmovilizado (Kourkoutas, Bekatorou, Banat y Marchant, 2004, p.377)

2.3.2. Ventajas de lainmovilizacion celular

Entre las ventajas de la inmovilizacibn en comparacion con el uso de

microorganismos libres, se citan las siguientes:

e Aumenta la concentracion de biomasa (Angelova, Pashova, y
Slokoska, 2000, p.545)

e Mantiene o mejora la actividad metabdlica.

e Mejora la resistencia a la toxicidad (Kourkoutas, et al., 2004,
p.378).

2.3.3. Tipos de inmovilizacion

2.3.3.1. Inmovilizacion pasiva

Algunas microalgas pueden formar aglomerados o unirse a una
superficie y crecer sobre ella, este tipo de casos se da por la
intervencioén de estructuras de adhesion en bacterias como son las
fimbrias y las hifas en el caso de hongos. En la inmovilizacion pasiva
se produce biofilm, pero tan solo un 15-25% son células vivas,
mientras que el porcentaje restante corresponde a exopolisacaridos,
acidos nucleicos y agua (Kourkoutas et al., 2004, p. 254) La
formacion de biofilm se da en cuatro pasos (Figura 3), primero las
células perciben una superficie de adherencia y forman una unidn
activa reversible por medio de fimbrias, apéndices, pilis, o proteinas
de superficie. Segundo, la biomasa celular aumenta, con lo que se

forman micro colonias alrededor del area de adherencia produciendo
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una union irreversible. Tercero, la biofilm crece y madura, lo cual
permite la adhesion de nuevas colonias de microorganismos. Por
altimo, las células individuales o colonias se desprenden del biofilm
por erosion, abrasibn o separacion y se formaran nuevos

conglomerados (Nazar, 2007, p. 312).

Figura 3.- Formacioén de biofilm en cuatro pasos.
Tomada de (Nazar, 2007, p. 312).

2.3.3.2. Inmovilizacién activa

La inmovilizacién activa e inmovilizacion artificial se diferencian por el
ataque quimico, atrapamiento en geles naturales o sintéticos y uso de
floculantes. Este tipo de inmovilizacion es mas usada ya que utiliza una
matriz porosa, lo que permite un facil intercambio de sustancias con el
medio. Este puede darse en polimeros sintéticos, como resinas,
acrilamidas, poliuretanos, proteinas como gelatina, colageno, albamina
de huevo, o polisacéridos naturales, como agares, carragrenanos 0O
alginatos (Moreno, 2008, p.3950)
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2.3.4. Alginato

El alginato es un hidrocoloide, de origen en algas marinas que tiene
propiedades gelificantes, estabilizantes y espesantes, por lo que ha sido
de gran interés para la industria alimentaria. El alginato es un
polisacarido lineal poliénico e hidrofilico, que esta conformado por dos
monomeros en su estructura, el acido a-L-gulurénico (G) y el acido B-D-
manuronico (M), estos forman homopolimeros del tipo bloque G (-GGG-)
y bloque M (-MMM-) o wuna tercera estructura denominada
heteropolimeros, donde se alterna los bloques Gy M (-MGMG-).

La gelificacién se produce cuando existe una zona de unién entre un
blogue G de una molécula de alginato que se enlaza fisicamente a otro
blogue G presente en otra molécula de alginato a través del ion calcio.
La visualizacién de la estructura fisica es denominada modelo “caja de
huevos”, la que se muestra en la Figura 4 (Draget, 2000, p. 98; Reddy, y
Reddy. 2010, p. 2199) Entre las sales de alginato mas utilizadas estéa la
sal de sodio debido a su alta solubilidad en agua fria y su caracteristica
transicion soélido-gel de forma instantdnea e irreversible cuando

reacciona con el ion calcio (Funami et al., 2009, p.1747)

%, L Rad &
X 4

‘?o b~ Y 0 04§
 d xx }’
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QO Ca 0® Monomeros: acidos B-D-manuronico v a-L-guluronico

Figura 4.- Estructura del alginato denominada “caja de huevos”.
Tomado de (Draget, 2000, p. 218)
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Capitulo Ill. Disefio del plan experimental

En esta investigacion se utilizo el disefio experimental completamente al
azar, con cinco tratamientos (0.5, 1, 2, 3, 5 ppm Cd) y cuatro
repeticiones por cada tratamiento. Como blanco se utilizaron perlas de
alginato sin microalgas en contacto con Cd con las mismas
concentraciones. La variable de respuesta fue la concentracion de Cd

removida de la solucién en cada tratamiento.

Tabla 3.

Disefio experimental de la investigacion

(ppm Cd)

0.5 BL +0.5 AL+CL + 0.5
1 BL+1 AL+CL +1

2 BL+2 AL+CL + 2

3 BL+3 AL+CL + 3

5 BL +5 AL+CL +5

Nota: BL: Blanco; AL: Alginato; CL: Chlorella sp.
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Capitulo IV. Procedimientos

4.1. Poblacion y muestra

Se tomd una muestra representativa de agua de la laguna de
Yahuarcocha, en cinco puntos de muestreo que se aprecian en la Figura
5. Se obtuvieron 20 muestras en total de un volumen entre los 400 y 500
mL. Posteriormente se purificd para obtener un cultivo puro de Chlorella

sp. en el laboratorio de microbiologia de Agrocalidad.

Q
Parroquia La Dolorosa del Priorato

Figura 5.- Imagen satelital de la Laguna de Yahuarcocha con los puntos
de muestreo.
Tomado de (Google Earth, 2016)
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Materiales y métodos para la obtencion de datos

4.2.1. Transporte de las muestras de agua

El transporte de las muestras desde la laguna hacia el laboratorio se lo
realiz6 en un contenedor aislante de la temperatura y luz externa. Se las
mantuvo a bajas temperaturas dentro de recipientes plasticos

herméticos transparentes.

4.2.2. Preparacion de la muestra

En la etapa preliminar se filtraron las muestras para eliminar cualquier
elemento que obstruya el proceso de purificacién, como material vegetal
y zooplancton que se podia observar a simple vista. Se usé la camara
Sedgewick Rafter (Wildlife) en conjunto con el uso de una pipeta Pasteur
de vidrio para separar las algas del género Chlorella de las deméas que
se encontraban en la muestra. Para ello se utilizaron criterios
morfolégicos, debido a que presentan una forma y pigmentacibn muy

caracteristica del género (Han, Wong, Fung y Tam, 2006, p. 366).
4.2.3. Preparacion del medio de cultivo
La preparacion del medio de cultivo con el fertilizante Nitrofoska foliar se

realiz6 a una concentracion del 3%. La composicion del medio se

observa en la Tabla 4.
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Tabla 4.
Composicion del medio Nitrofoska

MACROELEMENTOS (%)

Nitrégeno (N) 10.0%
Potasio (K20) 7.0
Fosforo (P20s) 4.0%
Magnesio (MgO) 0.2%
Azufre (S) 0.2%
MICROELEMENTOS (ppm)

Hierro (Fe) 70 ppm
Boro (B) 11 ppm
Cobre (Cu) 140ppm
Manganeso (Mn) 0.8%
Zinc (Zn) 2 ppm
Cobalto (Co) 12 ppm
Molibdeno (Mo) 1 ppm

Tomado de (Brito et al., 2006).

Después de preparado el medio se autoclavo a 121 °C por 15 minutos.

4.2.4. Obtencién de cultivo puro

Este procedimiento correspondié a la fase preliminar al escalado. Las
microalgas obtenidas en el paso 4.2.2 fueron colocadas en una placa de
serologia donde en cada celda se afiadié 1 mL del medio con Nitrofoska.
Se colocaron 12 muestras de microalgas en igual numero de celdas con
3 repeticiones. El cultivo se mantuvo a temperatura ambiente con luz
natural. Cada 3 dias se observo las muestras y luego de 9 dias se
descartaron las que estaban contaminadas. Posteriormente a las
observaciones solo 6 de los 36 cultivos llegaron a un estado de

purificacion adecuado, los cuales pasaron posteriormente a la fase de
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escalado. Para esto se colocé 1 mL de medio con Nitrofoska en un tubo
de ensayo de 10 mL y se agreg6 el contenido de los seis cultivos

purificados obtenidos.

4.25. Escalado

Este proceso cont6 con dos fases, la primera fue desde el volumen de
10 mL hasta los 100 mL de cultivo y la segunda fase desde 100 mLa 1 L
de cultivo, cada fase tuvo una duracion de 14 dias.

Escalado a 10 mL: en 6 tubos se coloc6 2 mL de cultivo puro de
Chlorella sp. Se agregaron 4 mL de medio de cultivo Nitrofoska. El
cultivo se mantuvo a una temperatura de 21+2°C y con un fotoperiodo
de 12 horas luz. Simultineamente cada dia se realizO una
homogeneizacion en todas las muestras para garantizar que las células
recibieran la misma cantidad de luz. El siguiente paso fue llevar el cultivo
a 10 mL adicionando 4 mL de medio de cultivo. El proceso de escalado
se fue realiz6 cada 7 dias para permitir que el cultivo crezca

adecuadamente.

Escalado a 100 mL: se tomé cada tubo con 10 mL de cultivo obtenidos
hasta el momento, se coloco su contenido en frascos de vidrio y se aforé
a 100 mL con medio de cultivo estéril con Nitrofoska, el que se conservo
en las mismas condiciones iniciales. El cultivo se mantuvo durante 7

dias.

Escalado a 250 mL: en la segunda fase se utilizaron seis frascos
estériles (F1, F2, F3, F4, F5, F6) de 500 mL de capacidad, donde se
colocaron 100 mL del cultivo de la fase previa y posteriormente se aford
al volumen de 250 mL con el medio de cultivo estéril. Se empled luz
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natural y artificial, esta Ultima se origin6 a partir de cuatro lamparas led
de 40 W, ademas aireacion superficial mediante una bomba de pecera.
Para F1, F2, F3 y F4 se utilizo luz artificial con un tiempo de exposicion
de 24 horas y aireacion, mientras que para F5 y F6 se mantuvieron con
luz natural (12 horas), sin aireacion. En la Figura 6 se muestra un

esquema de los frascos con sus respectivas condiciones de cultivo.

Luz artificial + aireacion Luz natural

iRl || Jod kR B Rl

e  we
F1  F2 F3  F4 F5 F6

Figura 6.- Esquema de las condiciones de cada frasco para el

crecimiento de Chlorella sp.

Escalado a 1000 mL: cada cultivo de la fase anterior se trasvasé a
frascos de vidrio autoclavados de 1000 mL. Se mantuvieron las mismas
condiciones de luminosidad artificial, aireacion superficial ademas de
agitacibn manual para evitar la generacion de biofilm. El objetivo fue

obtener 5 L de cultivo puro de Chlorella sp.

Cabe destacar que todos los cambios de condicion en cada fase de
escalado se realizaron con total asepsia para evitar algan tipo de
contaminacion. A los 21 dias se obtuvo un cultivo en fase exponencial,
teniendo como punto de partida la fase para obtener 100 mL de cultivo.
Para esta investigacion se utilizd una muestra del concentrado de

microalgas del cultivo de Chlorella sp. en fase exponencial
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4.2.6. Recuento celular

El recuento celular se realiz6 durante todo el proceso, el cual inicid
cuando se obtuvo el cultivo puro a un volumen inicial de 2 mL. Se
efectud el conteo celular mediante el uso de la camara de Neubauer, el
cual permitié cuantificar la cantidad de células en cada medio, asi como
identificar a microorganismos contaminantes. El contaje se realizé en un

microscopio Optico con el lente de 40X.

Se preparé la camara realizando una limpieza con alcohol al 70%. Se
colocé un cubreobjetos sobre la cAmara, se tomo una muestra de 10 pL,
y se la coloc6 en un extremo de la parte central de la camara, se solto el
pistén dejando que ingrese la muestra por capilaridad. Se dejo reposar
el liquido por un minuto hasta que las células se hayan distribuido en la
superficie colocada. Posteriormente se realizé el conteo de células

distribuidas en los cuatro cuadrantes mayores.

Se utilizé la siguiente férmula para el célculo de la densidad celular:

DC=Nx10*xFd (Ecuacion 2)
Donde:
DC: densidad celular (células/mL)
N: promedio de células presentes en 1 mm? Es la divisién entre el

namero de células contadas y el nimero de cuadros.

Numero de células

= (Ecuacion 3)
Numero de cuadrantes

10 factor de conversién de 0.1 pL a mL

Fd: factor de diluciéon

volumen inicial+volumen final

Fd =

—— (Ecuacion 4)
volumen inicial
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Este proceso se realiz6 cada dia durante el escalado de 2 mL hasta 10

mL y cada 3 dias desde el volumen de 100 mL hasta 1000 mL de cultivo.

4.2.7. Obtencion del concentrado microalgal en fase exponencial

Luego de 21 dias de cultivo se tomo alrededor de 45ml de cultivo en
fase exponencial de crecimiento de la microalga Chlorella sp. y se lo
repartié equitativamente en tubos de centrifugacion. Se centrifugé por 20
minutos a 2500 rpm. Transcurrido ese tiempo, se recolecté de cada tubo
de centrifugacion el sedimento de microalga (Morales-Avendafio y
Rosales, 2012). El procedimiento se repitié hasta obtener 100 mL de

concentrado microalgal.

4.2.8. Conteo celular del concentrado microalgal

Se tom6 1 mL del concentrado microalgal homogeneizado del cultivo en
fase exponencial de crecimiento del alga en una probeta estéril de 100
mL. Se completd el volumen a 100 mL con agua autoclavada. Se tomé 1
mL y se lo colocé en un tubo de ensayo con tapa y se homogeneizé en

equipo vortex por 15 minutos.

Luego de la homogeneizacién, se tomé una muestra con una pipeta
Pasteur de vidrio y se la colocé en la camara de Neubauer. Se coloco la
muestra en la camara, se llevo al microscopio, y se realizé el recuento

celular.
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4.2.9. Inmovilizacion del concentrado microalgal del cultivo en fase

exponencial de crecimiento del alga Chlorella sp.

Se disolvio 2.25 g de alginato de sodio en 180 mL de medio de cultivo
Nitrofoska utilizando un agitador magnético. Cuando no quedaron
grumos aparentes, se filtré a través de una gasa estéril, obteniéndose
una solucion uniforme. Se ajustd el pH de la solucién entre 7.8-8.0
mediante la adicion de gotas de hidroxido de sodio (NaOH) o acido
clorhidrico (HCI) segun fuera necesario. A los 180 mL de la solucién se
afadié 18 mL de concentrado de microalgas obtenidas en el paso 4.2.7.
y se mezclo hasta obtener una mezcla homogénea con la solucién de

alginato.

Se prepararon 360 mL de una solucion de cloruro de calcio (CaCly) 1%
(peso/volumen) en agua autoclavada. Se tomo la solucion de alginato y
se colocO en una bureta y se dejé gotear este ultimo suavemente en la
solucion de CacCl, bajo agitacion constante. Luego se dejoé reposar por
treinta minutos, para lograr el maximo endurecimiento de las perlas.
Posteriormente se filtraron las perlas con una gasa estéril, se lavaron
con agua autoclavada y se transfirieron a un recipiente con agua

destilada estéril.

Se prepararon cuatro frascos por cada tratamiento y se colocaron
alrededor de 14 g de perlas de alginato en cada uno. Adicionalmente a
esto se prepararon otras perlas de alginato de sodio las cuales sirvieron
como blanco, en las cuales se realiz6 el mismo procedimiento de

inmovilizacion exceptuando la adicion del concentrado microalgal.

4.2.10. Contaminacién de perlas de alginato con Cd

Inicialmente se preparé una solucion estandar de Cd con una

concentracion de 100 ppm. A partir de esta se prepararon 200 mL de
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cada concentracion que fue evaluada, 0.5, 1, 2, 3y 5 ppm de Cd. En el
frasco de vidrio que contenia las perlas de alginato se procedié a
contaminar con 45 mL de cada solucion en las diferentes
concentraciones de Cd, con 4 repeticiones por ensayo. Se us6 un blanco
por cada concentracién, el blanco contenia perlas de alginato sin
microalgas y se contamindé con la solucion de Cd con las mismas

concentraciones.

42.11. Cuantificacién de remocion de Cd

Luego de siete dias posteriores a la contaminacion, se procedié a medir
la remocion de Cd en la solucion, proceso que se realiz6 mediante
espectroscopia de absorcién atémica, por medio de un espectrometro de
absorcién atémica. Se preparé el equipo, el cual necesité la conexion de
la lampara de grafito para la medicién de Cd lo cual tomé cerca de 45
minutos, luego de este tiempo se empez6 midiendo los estandares ya
conocidos y estandarizados en el equipo. Finalmente se midié6 cada
muestra previamente filtrada para eliminar cualquier pequefio grumo que
pudiera obstruir el funcionamiento del equipo y como validacién de
resultados se midié uno de los estdndares luego de cada tres muestras
medidas para evitar errores y falsos resultados ya que el equipo es muy

susceptible a fallas por cambios de voltaje.

Se ejecutaron dos repeticiones de todo el proceso para validar los

resultados obtenidos.
4.3. Evaluacioén estadistica de los resultados
Los datos obtenidos del estudio fueron evaluados mediante un analisis

de varianza (ANOVA) y la prueba estadistica t de Student con la

utilizaciéon de la herramienta de analisis de datos de Microsoft Excel.
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Capitulo v. Resultados y discusién

Chlorella sp.

5.1.1. Anélisis del recuento celular

Durante la fase preliminar de crecimiento donde se obtuvieron cultivos
puros no existié variacion en las condiciones de cultivo con respecto a la
luz y aireacidon. En el escalado del cultivo se utilizaron dos fuentes de
energia luminica, luz solar y artificial led con aireacién superficial. En la
Figura 7 se observa que las curvas de crecimiento guardan una
tendencia lineal. Dicho resultado se contrasta con el estudio realizado
por Wang et al. (2010, p.1178) donde se cultivd Chlorella sp. en cuatro
tipos de aguas residuales, en donde tres de estas guardaron similar
tendencia a excepcion de un tipo especial de agua residual. Ademas, en
cultivos por lotes de esta microalga, Bashan et al. (2002, p. 2943) obtuvo
una cinética de crecimiento del tipo lineal, para lo que emplearon agua
residual sintética como medio de cultivo y el microorganismo co-
inmovilizado. Asi mismo se observaron diferencias en cuanto al
crecimiento en los frascos con iluminacion artificial led y aireacion
superficial con respecto a los que solo tuvieron luz natural. Por su parte
Ortiz-Moreno et al. (2011, p.14) evalud el crecimiento de una microalga
del género Chlorella con cuatro medios de cultivos distintos en
condiciones autotroéficas y mixotroficas con luz artificial por un periodo de
12 horas por dia, obteniendo densidad celular lineal para cada uno de

los cultivos.

En F2 existio una mayor concentracion celular que en los demas frascos
donde se mantuvieron las mismas condiciones de cultivo. Este resultado
se puede deber a los efectos de la luz artificial ya que repercute

directamente en las tasas de fijacion de CO, en Chlorella sp. Esto fue
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estudiado por Hirata et al. (1996, p. 472) donde se demostrd que cultivos
que crecian bajo luz artificial alcanzaban una mayor tasa de fijacién de
CO, (0.865 g.L*.d') y concentracion de biomasa (0.842 g.L™Y).
Raeesossadati et al. (2014, p.83) expone que el aumento de la
intensidad de la luz suele repercutir en el aumento de las tasas de
fijacién de CO; en los cultivos de microalgas, sin embargo, los sistemas
fotosintéticos tienen un punto de saturacion donde el aumento de la
intensidad luminica no producira ningun beneficio e incluso disminuira la

productividad.

Se observé el crecimiento en F1 a F4, donde existieron diferencias en
cuanto al crecimiento a pesar de estar sometidos a las mismas
condiciones de cultivo. Este efecto se pudo ocasionar por condiciones
ambientales como la intensidad luminica recibida por cada frasco debido
a la ubicacion respecto a la fuente de luz o el flujo de aireacion

proporcionado individualmente.

En la Figura 7 se observa que la densidad celular, a pesar de ser lineal
se distinguen fases: desde el dia 0 hasta el dia 5 se observé un
crecimiento casi similar en cada uno de los frascos, debido posiblemente
a la adaptacion al pasar a un mayor volumen de medio de cultivo. Del
dia 9 en adelante se observaron diferencias mayores en la
concentracion celular, con cambios mas notorios en F2. A partir del dia
11 la grafica muestra un ligero cambio exponencial en F2 y F3, lo que se
mantuvo hasta el dia 21.
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La concentracién inicial para la microalga Chlorella sp. fue de 1.3x10°,
2.4x10° 1x10° 2.8x10° 9x10° 8,7x10° células.mL™, las que
corresponden de F1 a F6 respectivamente. Luego de 21 dias de cultivo
celular se obtuvieron las siguientes concentraciones: 2.6x10°, 6.3x10°,
3.5x10°, 3.3x10°% 1.29x10° 1.27x10°% en el mismo orden mencionado
anteriormente. En la Figura 8 se contrasta el crecimiento al comparar la
concentracion inicial del indculo y la concentracion final del cultivo luego

del tiempo mencionado anteriormente.

Densidad celular de Chlorella sp. por frascos

7000000
6000000
5000000

4000000

3000000 m Concentracion inicial
B Concentracion final
2000000
1000000 - I
0

Frascol frasco2 Frasco3 Frasco4 Frasco5 Frasco6

Numero de células

Unidad experimental

Figura 8.- Imagen comparativa del crecimiento de Chlorella sp. en los

seis frascos.

Los datos de densidad celular en los cultivos muestran diferencias
significativas al contrastar los cultivos con luz natural y artificial. Esto se
confirmd estadisticamente mediante la prueba de t de Student para
muestras independientes, con un valor P de 0.023 menor al valor de
significancia prefijado (0.05).
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Al tener como referencia la concentracion inicial y final de cada cultivo se
calculd la relacion porcentual del crecimiento. Los datos del crecimiento
porcentual se muestran en la Figura 9. Cabe destacar que F3 tuvo el
mayor porcentaje de crecimiento con un 250.2%, lo que corresponde a
que la concentracion celular creci6 2.5 veces mas a partir de la
concentracion inicial. A pesar de que F2 tuvo la mejor concentracion
celular final, fue superado en el porcentaje de crecimiento celular por el
F3. F4 con el 16.5% mostré el menor porcentaje de crecimiento, en este
caso la luz artificial no tuvo el mismo efecto que en las demas unidades
experimentales debido a que estuvo en el extremo de las lamparas. El
crecimiento con luz blanca a diferentes intensidades pudo ocasionar las
diferencias en cuanto a densidad celular. Gutiérrez et al. (2016, p.1191)
encontraron que a una menor intensidad luminica los cultivos de
microalgas desarrollan mayor biomasa. A pesar que la luz tiene un
efecto directo sobre el crecimiento, no se deben descartar factores

ambientales externos como la temperatura ambiental, flujo de aire, etc.

Crecimiento celular

250.2%

157.6%
95.4%
45.4Y
16.5% 32.8% >.4%
. (s]
- m B

Frasco 1 Frasco 2 Frasco 3 Frasco 4 Frasco 5 Frasco 6

Figura 9.- Porcentaje de crecimiento celular para Chlorella sp. en los

frascos
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En un estudio realizado por Melis (2009, p. 275) referente a eficiencia en
la conversion de la energia solar en la fotosintesis, se expuso que las
microalgas expuestas a una intensidad luminica menor que la luz solar
mostraban mayor eficiencia fotosintética, por ende mayor clorofila,
mientras que las que estaban con la luz solar podian llegar a una
saturacion luminica disipando el exceso de energia absorbida, lo que los
hace menos eficientes. Para el uso de luz artificial, es indispensable el
uso de luz blanca fria. En este estudio, el crecimiento vario de acuerdo a
la fuente de luz y al tiempo de exposicion, donde los cultivos con luz
natural (F5 y F6) tenian un periodo de exposicién de 12 horas diarias,
mientras que los cultivos con luz artificial (F1, F2, F3 y F4) estaban
expuestos a la luz las 24 horas del dia, en el primer caso el crecimiento
alcanz6 una media de 1.28x10° células.mL™ y en el segundo 3.96x10°
células.mL™ Segun Blair, Kokabian y Gude (2014, p. 667) en el estudio
sobre el efecto de la luz en la produccién de biomasa de Chlorella
vulgaris se probaron cuatro tipos de luces led artificiales: rojo, azul,
verde y blanca, siendo esta Ultima la que generé el mayor impacto sobre
el crecimiento y la fotosintesis de las microalgas. Se nota que todos los
colores forman parte del espectro de la luz solar, a excepcion del color
blanco ya que es la conjugacion de todo el espectro. Este se encuentra
presente en la luz que emiten las lamparas led de luz blanca, por lo
tanto, al tener una intensidad luminica menor a la luz solar genero las
diferencias en el crecimiento, siendo este mayor con luz artificial en
relacion con la luz solar. Por otro lado, Khoeyi, Seyfabadi y
Ramezanpour (2012, p. 43-44) evaluaron el crecimiento del cultivo de
Chlorella vulgaris en tres diferentes fotoperiodos con luz artificial (8:16,
12:12, 16:8 horas luz-oscuridad respectivamente), donde la mayor
cantidad de biomasa se obtuvo luego de ocho dias de cultivo en el
fotoperiodo 16:8, lo que demuestra el efecto positivo de un mayor tiempo

de exposicion sobre el crecimiento celular de las microalgas.
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Ademaés, en F3 se observlé el mayor crecimiento celular porcentual a
pesar de que los F1, F2, F3 y F4 se mantuvieron con iguales
condiciones de concentracion del medio de cultivo, luminosidad,
aireacion y agitacion (Figura 9). La aireacion fue otro punto relevante
dentro del experimento, en el F5 y F6 que no tuvieron aireacion se
observa una diferencia significativa en cuanto a la densidad celular
(Figura 7), lo que se corrobor6 mediante la prueba estadistica t de
Student donde se mostré que existen diferencias significativas entre los
tratamientos, con un valor P de 0.023 menor al valor de significancia
prefijado (0.05). Raeesossadati et al. (2014, p. 79) analizo los efectos
gue pueden tener la luz, temperatura, concentraciéon de CO, sobre la
concentracion de biomasa en un fotobiorreactor, dentro de los cuales se
demostrd que la aireacién afecta positivamente al crecimiento del cultivo,
dando mejores resultados la aireacion superficial. Este efecto también
fue reportado por Garg, Li, Wang y Shenk (2012, p. 472).

5.2. Remocién de Cd

En la Tabla 5 se encuentran los resultados promedio obtenidos en los dos
ensayos realizados con cuatro repeticiones. En términos generales se
aprecia que la remocion de perlas de alginato con Chlorella sp. fue efectiva
y se removi0 casi en su totalidad el Cd de la solucién, llegando hasta un
91.5 % de remocion. Esto brinda una nueva perspectiva para la utilizacion
en mdultiples aplicaciones de esta microalga, tales como las ambientales.
Ademas, una vez realizadas las pruebas se encontr6 que la unidad
experimental utilizada como blanco removi6é una parte de la concentracion

inicial del metal.
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Tabla 5.

Resultados promedio de la remocion de Cd

0.5 480.8 155.1 325.7 248.3 232.5
1 876.5 179.3 697.2 334.6 541.9
2 1683.5 229.0 1454.5 435.2 1248.3
3 2485.0 243.3 2241.7 548.5 1936.5
5 4003.5 340.2 3663.3 670.6 3333.0

Como se muestra en la Tabla 5 y Figura 10 la remocion mas alta se da con
el tratamiento con microalga inmovilizada de 3 y 5 ppm, con valores en
porcentaje de 90.21% y 91.50%, respectivamente, mientras que la menor se
produjo a los 0.5 ppm. Estos datos guardan relacién con el trabajo del
equilibrio y cinética de Chlorella vulgaris en la biosorcién de Cd y Pb en
soluciones acuosas realizado por Edris et al. (2014, p. 90) donde se evalu6
el efecto de estos metales pesados en el crecimiento de la microalga y se

obtuvo datos de remocion hasta de 149.9 ppm de Cd.

Graficamente la remocién realizada en los cinco tratamientos (perlas de
alginato con Chlorella sp.) y el blanco (perlas de alginato) se observan en la
Figura 10. Los valores bajos de remocion con Chlorella sp. y el blanco se
produjeron en las concentraciones de 0.5y 1 ppm, con valores de 67.75 y
79.54 para la primera concentracion y 79.54 y 61.83 en la segunda, de
acuerdo a cada tratamiento aplicado (Figura 10). Aksu y Donmez (2006,
p.863) en el estudio de la biosorcién con una especie del género Chlorella
encontraron datos similares a los presentados previamente, donde con una
concentracion baja de Cd (24.9 ppm) se removio un 79.9% del metal y con

una concentracién mayor (153.2 ppm) el porcentaje fue de 44.3%, con lo que
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se ratifica la capacidad de Chlorella sp. para remover el contaminante a
bajas concentraciones. Cabe destacar que el proceso se realizé con la
microalga seca, aun asi, la capacidad de biosorcion sigue siendo alta,
aunque se ve afectada cuando la concentracion del metal aumenta

considerablemente.

Ruangsomboona y Wongrat (2006, p. 17) efectuaron un estudio con la
finalidad de medir la capacidad de bioacumulacién de Cd en dos organismos
y Chlorella vulgaris, donde obtuvieron que en el caso de la microalga la
concentracion de Cd removida fue directamente proporcional a la
concentracion del metal. Estos autores utilizaron 0.35y 3.5 ppm de Cd y se
reporté que la acumulacion de Cd en Chlorella vulgaris expuesta a 3.50
mg.L™ fue 6 veces mayor a la de los cultivos expuestos a 0,35 mg.L™, lo que

genero una tendencia similar a la obtenida en este estudio.

Segun Jain, Garg, y Kadirvelu (2013, p. 245) realizaron un estudio con una
microalga del género Chlorella inmovilizada para la eliminacion del Cd de un
medio acuoso contaminado. Este proceso se realizé con concentraciones
bajas del metal, 10 y 25 ppm, en ambos casos el proceso de la remocion se
realiz6 bastante rapido debido a la afinidad de sorcion activa y eficiente para
Cd?* que tiene la microalga. Para la concentracién de 10 ppm de Cd,
removieron el 93.5% en 5 minutos y el 97.95% en 60 minutos. Ademas, en
ese estudio se comparé la remocién con células libres e inmovilizadas donde
con estas ultimas se removid un porcentaje mayor lo que se corrobora de

manera general con lo obtenido en el presente estudio.
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Porcentaje de remocion de Cd

M % Remocion Chlorella sp. ™ % Remocion Blanco

100,00

80,00
60,00

40,00

Porcentaje (%)

20,00

0,00

0.5 ppm 1ppm 2 ppm 3 ppm 5 ppm

Concentracion de Cd (ppm)

Figura 10.- Remocién de Cd en el ensayo representada en porcentaje

En la Figura 11 se muestra la diferencia en porcentaje de remocioén que se le
podria atribuir directamente a la microalga Chlorella sp. Esto parte del
contraste presentado entre el tratamiento y el blanco que es visible en la
Figura 10. Teniendo esto como punto de partida, se observa que la
microalga actlia con mayor eficiencia para la remocién con concentraciones
menores de contaminante donde con 0.5 ppm se obtuvo una remocién del
19.32% que contrasta fuertemente con el 8.17% con 5 ppm de Cd en la
solucion. Esto contrasta con la remocion total realizada por la microalga
inmovilizada, en donde la interaccién del microorganismo y el soporte genera
hasta un 91.50 % de remocion. Para Chlorella sp. se encontré una relacion
inversamente proporcional entre la concentracion del metal y el porcentaje
de remocién. Segun estudios de Aksu y Donmez (2006, p. 862), la
concentracion del Cd puede funcionar como un inhibidor del crecimiento de
las microalgas, asi también afecta a la remocion de este metal, una

concentracion mayor incide en la capacidad de absorcién de Chlorella sp.

La remocion por parte del blanco compuesto Unicamente por esferas de

alginato fue de 83.25% en la concentracion mas alta 5ppm como se aprecia
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en la Figura 10. Segun Fourest y Volesky (1997, p. 222) este efecto se debe
a la formacion de heterobloques de unidades GGG (G:acido a-L-gulurdnico),
que forman parte de la estructura del alginato como se menciond
previamente. Esta formacion le brinda la capacidad de adhesion con iones
metalicos pesados con carga 2* debido a su electronegatividad. Segun el
autor esto puede interferir en otros procesos donde sea necesario medir

concentracion de los iones.

Papageorgiou et al. (2006, p. 1767) estudié la capacidad de adsorcion de
metales pesados por parte del alginato. Para el caso particular del Cd
obtuvieron una remocién de 129.95 mg.g™* en un ensayo realizado con una
solucién del metal expuesto por 24 horas a 25°C y agitacion de 190 rpm.
Estos datos demuestran la gran capacidad del alginato para remover este
metal. Segun Garzon-Jiménez y Barragan-Huerta (2008, p. 30), a pesar de
que el alginato de sodio es un polimero altamente estable, posee una alta
permeabilidad para el N, O y metales, por lo cual es posible que pueda tener

interacciones con estos ultimos y acumularlos en el interior de los poros.

Remocioén aproximada por Chlorella sp.

25,00

< 20,00

2 15,00 = 17.47

€

g 1000 12.16 11.95

2 5,00 8.17
0.5 1 2 3 5

Concentracién de Cd (ppm)

Figura 11.- Porcentaje de remocion aproximado de Chlorella sp.

Se realiz6 el analisis estadistico de los resultados obtenidos en cuanto a

la concentracion de Cd removido por cada tratamiento y el blanco
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mediante el analisis de varianza que se encuentra en la Tabla 6. Se
muestra que el valor P para la variable remocién de Cd, en relacién con
el valor de significancia prefijado de 0.05 es menor por lo tanto existen

diferencias significativas entre los distintos tratamientos.

Tabla 6.

Andlisis de varianza de un factor (remocién de Cd)

Origen de Suma  de Grados Promedio Valor

las de de los F Valor P critico
.. cuadrados .

variaciones libertad cuadrados para F

Entre 371E+07 4 9.28E+06 497,75 LO318E- 547

grupos 19

Dentro  de | g 250,05 |20 1.87E+04

los grupos

Total 3,75E+07 | 24

Los cinco tratamientos realizados en este trabajo se realizaron con
concentraciones bajas de Cd lo que evalla el potencial para reducir la
concentracion de este contaminante a bajas concentraciones. Esto da

como resultado variaciones significativas entre cada tratamiento.

La concentracién inicial del Cd es una de las condiciones importante
para la obtencion de resultados en este tipo de ensayos, debido al efecto
de este metal sobre las células a grandes concentraciones. Matsunaga
et al. (1999, p. 35) obtiene una remocion con Chlorella sp. entre 0.7 a
48.7% a partir de una concentracion de 50 ppm en un cultivo de doce
dias de duracion. Las variaciones de remocion en este ensayo se
podrian deber a factores como los ambientales, sin embargo, se observa
gue la microalga Chlorella sp. remueve de una manera efectiva
concentraciones bajas de Cd, pero cuando se trata de concentraciones

altas existe inhibicion de este proceso.
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Capitulo VI. Conclusiones y recomendaciones

Conclusiones

El medio de cultivo de Nitrofoska al 3% permitié obtener un cultivo puro
a partir de muestras de la laguna de Yahuarcocha, obteniéndose un
crecimiento Optimo al alcanzar su fase estacionaria luego de 21 dias de
cultivo. Condiciones como la luz artificial led junto con la aireacién
superficial por 24 horas diariamente permitieron un crecimiento
acelerado de los cultivos. Con 6.3x10° celulas.mL™® F2 tuvo mayor
densidad celular al final del crecimiento, sin embargo, F4 tuvo un
crecimiento de 2.5 veces su concentracion inicial en contraste con el
1.57 de F2.

Las curvas de crecimiento para los seis medios de cultivo de Chlorella
sp. siguieron una tendencia lineal con una fase lag casi nula debido a la
previa adaptacion del microorganismo al medio de cultivo, teniendo
como punto de inflexion el dia 15, donde se observé una densidad
celular mayor. Con la luz artificial led se obtuvieron mejores resultados
de crecimiento debido al mejoramiento de la capacidad fotosintética de

las microalgas por el mayor tiempo de exposicion a la luz.

El método de inmovilizacién aplicado fue viable pues protege a la
microalgas de microorganismos competidores como bacterias y
hongos, por medio de polimeros, los que a su vez no permiten la
pérdida de biomasa al ser un método de atrapamiento irreversible. Las
ventajas del alginato de sodio por su tamafio de poro y permeabilidad a
los nutrientes permitieron el paso de los iones metélicos hacia la célula.
Las perlas de alginato se mantuvieron estables durante todo el proceso,

debido a la concentracion utilizada de cloruro de calcio al 1%.
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La remocion de Cd por parte de las perlas de alginato de sodio junto
con Chlorella sp. fue de hasta un 91.50% a 5 ppm, por lo que la
efectividad del proceso quedd demostrada. EI mejor efecto se observa
sobre rangos de concentraciones relativamente bajos, como las que se
evaluaron, a concentraciones muy elevadas se da un efecto inhibitorio

para la microalga.

Al contrastar el experimento realizado con la microalga inmovilizada y el
blanco se asumié un porcentaje de remocion de Cd realizado por la
microalga Chlorella sp., dado por la diferencia entre ambos
tratamientos. La microalga actia de forma efectiva en la remocion del
metal, obteniéndose un 19.32% a una concentracion del contaminante
de 0.5 ppm, sin embargo, a una concentracién de 5 ppm el porcentaje
atribuido directamente a la microalga es de 8.17%, lo que deja entrever

una mayor efectividad con concentraciones bajas del metal.
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Recomendaciones

Se sugiere la utilizacion de antibidticos y antimicaticos en los medios de
cultivos iniciales previo a la obtencién del cultivo puro para evitar

contaminacion con microorganismos no deseados.

Utilizar luz artificial led para el crecimiento de microalgas debido a que
es mas efectivo para el aumento de la densidad celular en el medio de

cultivo.

Realizar cultivos a mayor escala para evaluar la remocién de metales
pesados en fuentes hidricas o para la biorremediacion de los residuos

industriales.

Se recomienda realizar pruebas con rangos de concentraciones
mayores a los evaluados (0.5-5 ppm Cd) para determinar protocolos
efectivos de remocion de este metal y otros (Pb, Cr, Hg) que se

encuentran en fuentes hidricas y suelo.
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