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RESUMEN

Se determind la capacidad de retencién del plomo (Pb2+) en solucién debido a
la presencia de la microalga Chlorella vulgaris, planteando asi un posible método
de biorremediacién para aguas contaminadas con este metal pesado. Inicialmente
se determinaron las condiciones éptimas para generar el adecuado cultivo de la
microalga en el laboratorio de quimica. Luego, se contaminaron muestras acuosas
de la microalga y se procedid a cuantificar el cambio en la concentracion del metal
pesado en dichas soluciones a través de la formacién de un complejo coloreado del
plomo con ditizona, el cual fue medido usando espectrofotometria UV-Vis. Finalmente,
analizando los resultados obtenidos se logra optimizar las condiciones que requiere
el cultivo, se determina una méxima disminucion en la concentracion del 49 % v se
plantea la proyeccidn de este método como una propuesta para la descontaminacién
de aguas que contengan otros metales pesados. .
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ABSTRACT

The retention capacity of lead (Pb2+) in solution was determined due to the presence
of the Chlorella vulgaris microalgae, presenting like a possible bioremediation method
for contaminated water with this heavy metal. Initially, the optimal conditions were
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determined to generate an adequate culture in the chemistry laboratory. Then, aqueous
samples of the microalgae were contaminated and the change in the concentration of
the heavy metal in said solutions was quantified through the formation of a colored
complex of lead with dithizone, which was measured using UV-Vis spectrophotometry.
Finally, analyzing the results obtained, it is possible to optimize the cultivation conditions,
a maximum decrease in the concentration of 49% is determined and the projection of
this method is proposed as a proposal for the decontamination of waters that contain
other heavy metals.
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INTRODUCCION

Durante los Ultimos afios se ha venido
incrementando el nivel de contaminacién
del medio ambiente, generando al planeta
un dafio irreversible. Esto es debido en
parte a la industria y al mal manejo de los
residuos y desechos que se producen, la
mayorfa de estos contaminantes terminan
en las fuentes hidricas, importantes para
el hombre. Lamentablemente, no se ha
logrado generar un equilibrio entre el
desarrollo de laindustria y las producciones
ambientalmente sustentables (De Corato
et al, 2018) puesto que, el tratamiento
de biorremediacion de aguas representa
costos muy elevados, que no generan
ganancias a la industria. Se han realizado
amplias investigaciones para la busqueda
de opciones alternas de descontaminacién
de aguas, que sean de un menor costo y se
empleen con tecnologfa eficiente. Una de
estas alternativas es el uso de microalgas, en
este caso Chlorella Vulgaris, ya que han sido
consideradas eco-amigables desde afos
atrds, reciclan y absorben eficientemente
muchos contaminantes como sustancias
téxicas, nitritos, fosfatos, metales pesados,
didxido de carbono (CO.,), entre otros; de
tal manera que incorporan en la fotosintesis
su  metabolismo para produccién de
biomasa, desarrollando productos
agroindustriales tanto alimenticios como
no alimenticios.

El funcionamiento de un sistema de
remediacion de aguas presenta ventajas
muy relevantes en cuanto al mejoramiento
de la calidad del efluente, mediante un
mecanismo de bajo costo energético, asf
como el aprovechamiento de nutrientes
que estdn siendo desechados al ser
incorporados en la biomasa. Comdnmente
las aguas residuales contienen nutrientes

requeridos para el crecimiento de las
microalgas, por lo que constituyen un
medio apropiado para su desarrollo
(Andrade et al, 2006); siendo asf un
tipo de tecnologia eficiente para la
remocién de contaminantes en las aguas
y permitiendo a la industria un desarrollo
en cuanto a equilibrio, entre la produccién
y el control de las emisiones, llevdndola a
una sostenibilidad ambiental.

Es por ello, que en el siguiente trabajo
se planteé como objetivo general
la  determinacién de la capacidad
biorremediadora de la microalga Chlorella
vulgaris a  distintas  concentraciones
de plomo. Asi como también, se
plantearon tres objetivos especificos;
establecer espectrofotométricamente
una curva de calibracién de plomo;
definir  espectrofotométricamente  la
descontaminacién del plomo en solucién,
usando la microalga Chlerella vulgaris; v,
evaluar el crecimiento del cultivo de la
microalga Chlorella vulgaris en condiciones
adecuadas de laboratorio.

ASPECTOS TEORICOS

La microalga Chlorella Vulgaris (Fig. 1) es
un organismo unicelular perteneciente
a la familia Oocystaceae, del orden
Chlorococcales y de la division Chlorophyta
(Gomez, 1997). Los componentes
presentes en su pared celular contribuyen
a la capacidad para retener distintos
compuestos contaminantes ambientales
presentes en los cuerpos de agua. Es por
lo que ha sido estudiada a profundizacién
y ha atraido la atencidn dentro del
campo biotecnoldgico, agroindustrial 'y
ambiental. Asi mismo, posee la capacidad
de remocidn de metales pesados, toxinas,
nitratos, fosfatos y absorcién de didxido
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de carbono (CO2); todo esto con ayuda
de la fotosintesis, ya que puede llegar a
convertir estos compuestos en biomasa
(Gonzélez et al., 2017). La Chlorella Vulgaris,

tiene una gran capacidad de productividad,
la cual depende de la adaptacién a las
condiciones de cultivo junto con un
acelerado crecimiento en el medio.

Fig. |
Imagen de la microalga Chlorella Vulgaris en solucion observada en el microscopio y de su cultivo

Fuente: Fayad et al. (2017) y Caetano et al. (2020).

Al ser  organismos  fotoautdtrofos,
dependen de la luz, ya sea natural o
artificial, de temperaturas adecuadas vy
de una fuente de carbono (C). Ademas,
necesitan de macronutrientes como
nitrégeno (N), fésforo (P), magnesio (Mg),
calcio (Ca), azufre (S), sulfato de magnesio
(MgSO4) y micronutrientes en cantidades
especificas, en proporciones adecuadas
y en forma quimica biodisponible en
el medio de cultivo, de manera que su
crecimiento no se limite (Herndndez et dl,,
2014), la temperatura puede estar hasta
37°CysupH entre 55y 10 siendo neutro
o alcalino.

La microalga Chlorella Vulgaris puede ser
cultivada por dos medios, el abierto vy
el cerrado; se cultiva principalmente de
manera abierta, donde se tendrdn ciertas
adaptaciones con el medio ambiente,
siendo cultivados en estanques (Fig. 2). Las

condiciones de este tipo de cultivo son las
siguientes:

= La luz: si se genera un exceso con su
adaptacion de la luz solar en las horas
del dia esta sufrird la foto inhibicién:
“definida como la inhibicién de la
fotosintesis causada por el exceso de
radiacién, la cual afecta la produccién
en condiciones de campo, en gran
medida" (Posada, 2007). Las microalgas
que presenten mayor densidad de
3glL-| soportan la intensidad de la luz.

= pH: representa influencias en los
factores como la productividad,
alcalinidad (capacidad para neutralizar
acidos) y respiracion de la microalga,
en el experimento de Heberto
(Rodas et. al, 2012), se obtuvieron
mejores resultados con la presencia
de 6,8 de pH en el cultivo. Ademas, el
pH tiene la capacidad de remover el
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nitrégeno por medio de sistemas de
aguas residuales.

=  CO2:laadicién de didxido de carbono

(CO2) presenta un mejoramiento de
la productividad en los estanques de

agua de alta velocidad, controlando
la adiciéon de 4cidos o bases para
formar nuevas fuentes generadoras
de didxido de carbono (Herndndez
etal, 2014).

Fig. 2.
Sistema de estanques de canales para la produccién de microalgas. Compaiia Seambiotic, Israel

Fuente: Hernandez (2017)

Por otro lado, en los cultivos cerrados
se regulan las adaptaciones en ciertas
condiciones de temperatura, por ejemplo,
el pH y las bajas concentraciones. Estos
cultivos son realizados en un ambiente
aislado por medio de foto biorreactores
planos o tubulares (Fig. 3) para evitar
contaminacién ya sea por parte de la lluvia
o del aire contaminado (Sevilla, 2014),
en este ambiente se genera una mayor
agitacién y productividad. Para que las
microalgas sobrevivan tienen que estar en
un ambiente entre 28°C y 35°C, tener una
inmersién de colector solar de piscinas
y un reactor dentro del invernadero

(Hernandez et.al, 2014).
En estos cultivos se puede encontrar:

= Luz: con ayuda de esta se genera una
fotosintesis mas rdpida, generando un
auto sombreado, en donde las células
exteriores les dardn sombra a las
capas interiores, en comparacion con
el cultivo abierto, el cual estd cubierto
con pldsticos transparentes, para la
sombra de las capas interiores.

= Aireacién: permite la  agitacidn
constante del cultivo, manteniendo una
temperatura controlada en las cdmaras.
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Fig.3
Fotobiorreactores cerrados tubulares para el cultivo de microalgas.
GICON — GroBmann Ingenieur Consult GmbH, Alemania

Fuente: Hernandez (2017)

La microalga se encarga de remover una
serie de fosfatos y nitratos de las aguas
residuales. Los fosfatos ingresan por medio
de la contaminacién, ya sea de manera
puntual o dispersada; la primera serd
causada por los residuos industriales vy
la segunda, por actividades agrondmicas
(Andrade etal, 2006). Del mismo modo,
los fosfatos son los que afectan la cantidad
de oxigeno que se encuentra en el agua,
ademds, si crecen de una manera acelerada
conllevan a un proceso de eutrofizacion
"acumulacién de residuos orgdnicos en el
litoral marino o en un lago, laguna, embalse,
etc, qué causa la proliferacion de ciertas
algas” (Infante et.al, 2012), esto quiere decir
que provoca la muerte de la microalga.

Las aguas residuales contienen una gran
cantidad de metales pesados, estos metales
actlan con toxicidad y,ademds, son agentes
cancerigenos. Las microalgas actdan por
medio de sus cargas superficiales negativas
y generan una alta afinidad por los iones

de los metales pesados (Herndndez et.al,
2014), esto quiere decir, que las microalgas
tienen la capacidad de retirar los metales
disueltos presentes en las aguas residuales.

Durante muchos afios, la industria ha
venido contaminando las aguas residuales
con la presencia de plomo, de igual
forma, los hogares han contribuido a esta
contaminacién, ya que las tuberfas con el
tiempo se van deteriorando, incluso un
estudio hecho por la EPA (Agencia de
proteccién ambiental en Estados Unidos)
menciona como la mayor concentracién
de enfermedades se da por el consumo de
agua potable contaminado por el plomo,
acumuldndose en el cuerpo y trayendo
con el tiempo mds enfermedades como
la  anemia, problemas en los tejidos,
malformaciones, entre otras.

La remocién de metales en fase acuosa
puede ser por un tipo denominado
“bioacumulaciéon”, se realiza con biomasa
viva y la cantidad de metal removido
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depende del proceso metabdlico, del
crecimiento de organismo vivo y de la
formacidon de sitios activos selectivos
(Infante etal, 2012), proceso importante
para el método que se realizd en este
proyecto.

Se hizo uso de un espectrofotdmetro
(Fig. 4), el cual mediante radiaciones
determiné la concentracién de un
reactivo o producto durante la reaccion,
para el caso de aguas residuales serfan
los fosfatos, nitratos y metales pesados

quienes generan una reaccion y un cambio
drastico en la composicién del agua. Este
proceso funciona a partir de una luz que
atraviesa una sustancia, en este caso el
agua, haciendo que sea absorbida debido a
que la energfa radiante no puede producir
ningln efecto sin ser absorbida; asi es
como con ayuda del espectrofotdmetro
se observa la disponibilidad del alga en el
agua dentro del cultivo, ademds permite
reconocer la absorcién de los metales
pesados (Arellano, 2007).

Fig. 4.
Espectrofotémetro UV-Vis de doble haz.

Fuente: Avantor (2019).

ASPECTOS EXPERIMENTALES

En primera instancia, se prepard una
soluciéon madre tomando 16,4201 mg
de nitrato de plomo del 98 % de pureza,
diluidos en 100,00 ml de agua destilada
en un balén aforado (Fig. 5), obteniendo

una concentracion de 1005 ppm del
catién plomoso  (Pb?*). Posteriormente,
se tomaron las alicuotas de los volimenes
adecuados en donde se prepararon seis
diluciones, con el fin de determinar la curva
de calibracion mostrada en la (Gréfica | y
Tabla I).
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Fig. 5.
Balén aforado con la solucién acuosa del cation plomoso

Fuente: elaboracién propia.

Para la determinacion espectrofotométrica  ml en un baldén aforado. Se procedid
de este ion se utilizé la ditizona, pesando  a solubilizar el indicador usando un
72704 mg de ditizona con 167234712  ultrasonido por una hora, generando una
mg de dodecil sulfato de sodio (SDS),  solucidn de coloracidon rosada, como se
llevdndolo a un volumen final de 100,00  puede apreciar en la figura 6.
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Fig. 6.
Solucién que contiene el complejo de plomo-ditizona, en
un balén aforado ambar y en un tubo de ensayo.

Fuente: elaboracién propia.

TGHS CeHs
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H H
Fig. 7.

Reaccion de formacion del complejo Pb2+ ditizona

Fuente: Yuspian et. Al. (2017)

Se determind la absorbancia del complejo  Avantor de doble haz a una longitud de

de la figura 7,usando el espectrofotéometro ~ onda de 510,0 nm.
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Griafica I.
Curva de calibracion.

Fuente: elaboracién propia.

Tabla I.

Resultados de la determinacion espectrofotométrica del plomo para la curva de calibracién.

Concentracion de Pb* (ppm) Absorbancia (u.a.)
10,0 1,043
7,0 0,802
50 0616
30 0512
1,0 0311

Fuente: elaboracién propia.

Posteriormente, se procedié a la de ellas con 200,0 ml del microalga
contaminacién del agua que contenia  Chlorella Vulgaris (cultivada en el
la microalga (Fig. 7), usando soluciones  laboratorio, con luz 12/12, NPK
de concentraciones de: 1,0 ppm, 10,0  (soluplant, crecimiento, 25-10-10+ME)
ppm y 100,0 ppm de Pb?" cada una v en agitacién constante.
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Fig. 8
Soluciones de la microalga cultivada en el laboratorio.

Fuente: elaboracién propia.

El recipiente | contenfa una solucién de
100,0 ppm de Pb(NO3)2 se encontraba
con agitacidon constante y tenfa | mg de
nutrientes NPK.Por otra parte, el recipiente
2 tenfa 10,0 ppm de Pb(NO3)2 sdlo se
encontraba con agitacién constante y el
dltimo recipiente (3), contenia 1,0 ppm de

Pb(NO3)2 no se encontraba con agitacion
constante ni se le afiadié nutrientes NPK
(soluplant, crecimiento, 25-10-10+ME).

Los tres recipientes se dejaron durante
4 dfas, en donde posteriormente se
determind de nuevo el contenido de
plomo de cada uno de ellos (tabla II).

Tabla 2.

Resultados de absorbancia en el espectrofotometro obtenidos después de cuatro dias

Reciplente Afb'sc')rbancia Al:'usorbancia %Disminucié.n’
inicial (u.a) final (u.a) de concentracion
I 0,526 0516 3,6
2 0,640 0,596 1,0
3 0925 0,586 48,6

# La desviacion estdndar tipica de la absorbancia y el porcentaje de disminucién
a partir de medidas espectroscépicas es de 0,012 ua.y 1,5 % respectivamente.

Fuente: elaboracién propia.
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ANALISIS

Se evidenciaron cambios leves por parte
de las muestras | y 2, de concentracién
100 y 1000 ppm, lo que quiere decir
bajo estas condiciones no se logra una
disminucidn apreciable de la muestra.

Mientras que para el recipiente 3,
contaminado con la mayor concentracién
de plomo, se observa un gran cambio
(48,6 %). Se entiende entonces que,
al proporcionarles su medio vital de
crecimiento, es decir la agitacién y los
nutrientes necesarios, la microalga ejecuta
un adecuado proceso de retencidn
haciendo evidente el cambio en la
concentracion de la solucidn acuosa.

La microalga Chlorella Vulgaris es capaz de
incorporar grandes cantidades de metales
como (Cr*?, Cr*3, Cr*é, Fe*?, Fe*3, Cu*', Cu*?,
Zn*2, Pb*2, Pb** y Hg"!, Hg*?) por medio
de absorcién y acumulacion (Graham et. al,
2009), esto se debe a los mecanismos de
detoxificacion que contiene, estos ayudan
a acumular y transformar los metales
pesados mencionados  anteriormente.
Esta informacién es relevante a la hora
de incorporar la microalga en las aguas
con contenido de plomo, a elevadas
concentraciones.

Dado que se logréd un porcentaje de
descontaminacién, se podria considerar
el uso de la microalga a un nivel mds
industrial para la biorremediacién de aguas,
por medio de cultivos amigables con el
medio ambiente.

Las posibles fuentes de error en nuestro
procedimiento puedenvenirde compuestos
que interfieran en la determinacion, asf que
se plantea el uso acomplejantes. Aunque
las mediciones se realizaron haciendo

triplicados y promediando los resultados,
se puede plantear un andlisis estadistico
con pardmetros que permitan determinar
la robustes del método, ademds de un
planteamiento de un disefio factorial de
experimentos para evaluar diferentes
condiciones experimentales.

Se plantean para futuros estudios algunas
recomendaciones ~ como:  determinar
la cantidad de plomo wusando la
espectroscopfa de absorcidon atdmica,
probar diferentes concentraciones de la
microalga y diferentes tiempos de cultivo,
utilizar  diferentes metales pesados vy
generar una estandarizacién de un método
viable para escalar fuera del laboratorio a
un proceso de mayor capacidad.

CONCLUSIONES

= Se determinaron las condiciones
adecuadas del cultivo de la microalga
Chlorella Vulgaris.

= La microalga Chlorella vulgaris tiene
capacidad de retencion de plomo,
siempre y cuando se encuentre en un
medio que satisfaga sus condiciones de
crecimiento.

= Se evidencié un potencial de retencidn
de plomo por parte de la microalga del
49 % en muestras contaminadas.
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