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RESUMEN

La presente investigacion evalua la aplicacion de la biomasa de algas filamentosas aisladas de
un estanque de las instalaciones del Centro de Investigacion Bioldgica-CIB de la Universidad
Catolica Sedes Sapiens en el tratamiento de aguas contaminadas con metales pesados
provenientes del rio Chillon como alternativa para la depuracion de cuerpos de agua. La
evaluacion se realizo durante un periodo de 56 dias, durante los meses de junio y julio del 2016,
en el laboratorio de ciencias de la Universidad Catolica Sedes Sapientiae. La especie de alga
filamentosa se identific6 como Rhizoclonium sp. cuya biomasa fue aplicada directamente a los
efluentes y se evalud la remocién de plomo cada 7 dias; asi como, las variaciones del pH,
temperatura, nitrogeno total (NT), fosforo Total (PT), ratio NT/PT y biomasa algal. El alga
Rhizoclonium sp. generd valores altos de porcentajes de remocion de 91,8 + 0,11 por ciento
(p<0,01) para plomo y reduccion en NT y PT cuyos valores fueron 98,1+ 1,1 por ciento y
9,9+0,9 por ciento respectivamente. El valor del ratio NT/PT obtenido varié de 8,0+0,5 a
2,45%0,11. La biomasa algal mostré un incremento significativo del orden del 65,98+1,02 por
ciento (p<0,01). Con respecto a los valores de temperatura se encontr6 una alta correlacion
respecto a la remocion de plomo (r=0,89; P=0,01). Se determind una fuerte influencia del pH
relacionado con el porcentaje de remocion (r=-0,87; P=0,02). Se concluyé que Rhizoclonium
sp. fue efectivo en la biorremediacion de aguas contaminados con nutrientes y el metal pesado

plomo.

Palabras clave: Rhizoclonium sp., remocion, biorremediacion, rio Chillén, plomo.
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ABSTRACT

The present research evaluates the application of the filamentous algae biomass isolated from
a pond of the Centro de Investigacion Bioldgica-CIB of the Universidad Catolica Sedes
Sapientiae in the treatment of water contaminated with heavy metals from the river Chillon as
an alternative for purification of bodies of water. The evaluation was carried out during a period
of 56 days, during the months of June and July of 2016, in the science laboratory of the
Universidad Catolica Sedes Sapientiae. The isolated strain was identified as Rhizoclonium sp.,
whose biomass was applied directly to the effluents. Lead removal was evaluated every 7 days;
As well as variations in pH, temperature, total nitrogen (NT), total phosphorus (PT), ratio
NT/PT and algal biomass. The strain of Rhizoclonium sp. generated high values of remotion
percentages of 91,8+ 0,11 percent (p <0,01) for lead and reduction in NT and PT, whose values
are 98,1+ 1,1 percent and 9,9+0,9 percent, respectively. The value of the NT / PT ratio obtained
varied from 8,0+0,5 to 2,45+0,11. The algal biomass showed a significant increase of the order
of 65,98 +1,02 percent (p <0,01). Regarding temperature values, a high correlation was found
regarding lead remotion (r = 0,89; P = 0,01). It was determined a strong influence of the pH
related to the percentage of remotion (r=-0,87; P=0,02). It is concluded that Rhizoclonium sp.

was effective in biorremediation of water contaminated with nutrients and heavy metal lead.

Key words: Rhizoclonium sp., remotion, biorremediation, Chillon river, lead.
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INTRODUCCION

La contaminacién causada por metales pesados en aguas superficiales, como los rios, han sido
siempre un problema muy grave, puesto que estos elementos no son biodegradables y se
acumulan en los tejidos vivos provenientes de la actividad industrial y de los residuos
domésticos, los cuales por razones de salud publica no pueden ser vertidos a ecosistemas
acuaticos. A pesar de las recomendaciones y ordenanzas en los ultimos afios los ambientes
naturales han recibido un creciente aporte de efluentes industriales que han llevado al deterioro

de muchos cursos de agua haciéndolos incompatibles con la vida (Heinke & Henry, 1999).

En el Pery, la zona costera cuenta con 53 rios entre los cuales uno de los mas importantes y a
la vez de alto impacto es el rio Chillon ubicado en la Region de Limay Callao y que a lo largo
de toda su extension se desarrollan actividades contaminantes como la mineria, produccion de
pinturas y papeles entre otros. EXxisten reportes de la concentracion de plomo en efluentes de
la industria papelera y pinturas, los cuales sobrepasan los valores maximos permisibles
(Ampuero, 1994). En las ultimas décadas, se vienen empleando estudios de bioensayos como
técnica y herramienta basica para evaluar el tratamiento y disposicion final de aguas
contaminadas con metales pesados, como, por ejemplo: cobre, zinc, plomo, hierro, mercurio,
entre otros que reaccionan en el medio acuético y con frecuencia se acumulan en los tejidos de
los organismos. Frente a esta problematica ambiental se menciona el uso de la biorremediacion
como técnica amigable con el ambiente para el tratamiento de metales pesados en ambientes
acuaticos (Schmidt, 2000).

Las comunidades de algas responden, por lo general, a impactos antropogénicos, como el
exceso de nutrientes y sustancias toxicas, perfilandose como los principales organismos para el
tratamiento de aguas contaminadas por metales pesados. Las algas filamentosas pertenecientes
al grupo de las clorofitas son importantes organismos biorremediadores. Debido a que poseen
capacidad de soportar contaminantes de un medio acuatico y mostrar un rapido crecimiento en

biomasa (Ospina, Pefia y Benitez, 2006).
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El objetivo de la presente investigacion es evaluar la actividad biorremediadora de algas
filamentosas aisladas de un estanque del Centro de Investigacion Biologica-Ancén (UCSS) en

el tratamiento de aguas contaminadas por metales pesados provenientes del rio Chillén-Callao.
Objetivos especificos:

e Aislar e identificar las algas filamentosas provenientes de los tanques
de almacenamiento de agua del Centro de Investigacion Bioldgica-
Ancon (UCSS).

e Caracterizar fisicoquimicamente la muestra de agua del rio Chillon-
Callao.

e Determinar la actividad biorremediadora de las algas filamentosas a
partir de la variacion de los parametros fisico- quimicos (Plomo,
Nitrogeno Total, Fésforo Total y pH).

e ldentificar la variacion de la biomasa algal en la actividad

biorremediadora.
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1.

CAPITULO I: REVISION DE LA LITERATURA

ANTECEDENTES

En los dltimos afios se han realizado investigaciones sobre metales pesados
presentes en todo tipo de ecosistemas. Su concentracion en algas bénticas ha sido
estudiada por Seeliger y Edwards (1977); se investigaron en cuatro especies de
algas como: Blidingia minima, Enteromorpha, Fucus y Ulva colectadas de zonas
de alta polucion de New York. Estas algas fueron lavadas y congeladas para después
ser analizadas por espectroscopia de Absorcion atomica para determinar las
concentraciones de metales pesados. Los resultados mostraron una alta
concentracion de plomo y cobre presentes en la biomasa algal en todos los lugares
muestreados. Se reportd que Blidingia minima presentd las concentraciones
mayores de metales de cobre (1,8 x 10% ugr/L) y plomo (8,2 x10* ugr/L) en todas
las estaciones. Todas las especies presentaron una alta correlacion con respecto a la
concentracion de iones metalicos. Esta investigacion demuestra que las algas
bénticas son capaces de tolerar altas concentraciones de metales pesados como el
plomo y cobre especialmente. A su vez, demostraron el uso de estas algas como

agentes de control de contaminacion urbana.

El potencial biorremediador de Rhizoclonium riparium y Bostrichia calliptera fue
estudiado por Ospina et al. (2006), en dicho estudio se evidencio la presencia de
metales pesados incorporados a su biomasa algal. El estudio consistio en extraer
muestras de agua superficial y biomasa algal de tres estaciones de la bahia de Buena
ventura, Colombia. Las muestras fueron procesadas por espectroscopia de
Absorcién Atdmica para determinar el contenido de metales pesados y poderlos
comparar con el peso en masa algal. Los resultados mostraron altos valores de
concentracion de plomo y cobre principalmente en aguas superficiales de la bahia,

1



sobrepasando los limites establecidos. Las dos especies de algas estudiadas
presentaron una gran capacidad de acumulacion de metales en el medio natural,
especialmente, el alga roja B. calliptera mostré una tendencia a acumular altas
concentraciones de cobre, muy por encima de la acumulacion alcanzada por el alga
verde filamentosa R. riparium. Los autores concluyen que B. calliptera y R.
riparium, asi como otras algas, al tener la caracteristica de acumular los metales
pesados presentes en el agua, se deben de considerar potenciales organismos

remediadores en procesos de descontaminacion.

La capacidad de acumulacién de plomo en el alga filamentosa Rizoclunium riparum
en condiciones de laboratorio ha sido evaluado por Ospina et al. (2006). Esta
investigacion consistié en exponer al alga a concentraciones de 0,1; 1,0; 10 y 15
pm/ml en periodos de 2, 12, 24 y 144 horas a diferentes concentraciones de
salinidades (0, 5, 15, 30 y 60 por ciento). Las concentraciones del metal fueron
determinadas por espectrometria de Absorcion Atomica. Se encontraron las
mayores tasas de acumulacion del metal en concentraciones del 15 por ciento y a las
144 horas. Estas concentraciones del metal mostraron un patrén lineal que se
incremento con la exposicion en el tiempo. Los resultados de la relacion porcentual
de la acumulacién del metal en el tejido algal con respecto a la concentracién inicial
de exposicion revelaron en general que a menores concentraciones del metal se
lograron mayores porcentajes de acumulacion del alga. A su vez, los resultados de
los efectos de la salinidad en la capacidad de acumulacion de indican que este factor

influencia de manera directa los procesos de absorcion del alga.

Doshi, Ray, Kothari y Gami (2006), demostraron que otras algas filamentosas de los
géneros Cladophora y la Spyrogyra presentan alto poder de absorcion y desorcion
de metales como el cromo y el cobre. Para la investigacion se colectaron las muestras
de ambientes de la localidad de Guajarat, India. Estas después de ser caracterizadas
fueron cultivadas y sometidas a distintas concentraciones de sales de cromo y cobre,
posteriormente se realizd una evaluacion de la desorcion para cada ion metalico para
lo cual se usaron dos eluyentes diferentes, acido acético y una solucién de EDTA
ambos a concentraciones de 0,1 M. Los resultados demostraron un alto poder de

sorcion para los metales en especial el idén cobre al género Cladophora sobre la



Spyrogyra, esta alga pudo absorber hasta el 95 por ciento de los metales a los que
fue sometido.

Lee y Chang (2011), realizaron una investigacion gue tuvo como objetivo comparar
la actividad de absorcion de las algas Spyrogyra y Cladophora con la finalidad de
poder ser usadas en el tratamiento de aguas residuales. El experimento consistio
inicialmente en la evaluacion de su capacidad de absorcion de estas algas, para lo
cual se aplicaron metales pesados a las biomasas algales colectadas del reservorio
Tseng-wen, Taiwan. Las soluciones stocks (1000 mgr/L) de los metales pesados
fueron en la forma de Pb(NOz3)2 y Cu(NOz),. También se evaluo el efecto del pH en
las soluciones, el efecto de tiempo en el experimento a 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50 y 60
minutos y el efecto comparativo de la concentracion inicial del metal en el
experimento. Los resultados muestran una alta actividad de absorcion de las dos
algas especialmente en los 30 primeros minutos en donde se absorbi¢ casi el 96 por
ciento del total. En este estudio se observa la presencia de tres fases, la fase inicial
donde se evidencia una alta absorcion de los iones de los metales pesados, la
segunda fase con una menor intensidad de la absorcidn y una fase de equilibrio sin
aumento en la tasa de eliminacién de los iones metalicos. Se pudo constatar que las
muestras sometidas a el pH 5,0 generaban una actividad mayor de absorcion
mientras que a valores menores 0 mayores a este valor era poca la absorcion de los
iones metalicos. Los resultados finalmente muestran que el poder de absorcion del
alga Spirogyra fue mayor que la de Cladophora para los iones de plomo y cobre y
gue estos mostraron una rapida absorcion para posteriormente disminuir por una

posible saturacion de las areas superficiales que permiten la captacion de los metales

Kidgell, Nys, Hu, Paul y Roberts (2014), sefialaron que la biosorcion con algas
filamentosas es una tecnologia prometedora para la biorremediacion de efluentes
industriales. Sin embargo, la mayoria de la investigacion son realizadas en simples
ensayos de efluentes, de las cuales se dispone de pocos datos sobre el rendimiento
de algas biosorbentes en efluentes complejos. En esta investigacion se pudo evaluar
la eficacia de la biomasa seca y Biochar para solucionar 21 contaminantes de un
efluente industrial de una central eléctrica de carbdn. La investigacion se realizé con
efluentes industriales captados de la zona de Dam, Australia. El alga filamentosa

usada fue Oedogonium sp. (clorofita) que es nativa de la zona industrial, y que ha
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sido cultivada intensamente para generar biomasa algal y la Biochar para poder
biosorber los contaminantes del cuerpo de agua. El efecto del pH y el tiempo de
exposicion en la biosorcién también fueron evaluados. Los resultados muestran la
alta capacidad de absorcion del Biochar removiendo muchos de los contaminantes
presentes en el efluente (Mn, Cu, Pb, Al, Zn, Ni 'y Cd). Se demuestra que la biomasa
de Oedogonium es un sustrato eficaz para la produccion de biosorbentes para
remediar metales y metaloides de un complejo efluente industrial. La conversion de
biomasa en biochar mediante piro6lisis lenta, y el tratamiento con Fe de este biochar,
produce biosorbentes que se unen efectivamente a metales y metaloides,
respectivamente. La afinidad de cada biosorbente para diferentes constituyentes de
un efluente de aguas residuales extremadamente complejos se demuestra claramente
cuando el biochar se une a los metales de la solucién a una velocidad que es afectada
por el pH, mientras que el Fe-biochar se une constantemente a los metaloides de la
solucién de una manera que no es afectada por el pH. Estos resultados muestran
resaltar las complejidades de la biosorcidn que s6lo son evidentes en experimentos

realizados en el mundo real los efluentes industriales.

Para conocer la actividad y la variacion de los nutrientes durante el proceso de
absorcion, Liu y Vyverman (2014), realizaron experimentos con el nitrégeno y
fésforo (N/P) en las aguas residuales, sefialando que pueden variar enormemente y
afectar directamente el crecimiento de algas y el proceso de eliminacién de
nutrientes para su respectiva descontaminacion. La investigacion se realizé usando
tres especies de algas filamentosas bentonicas: Cladofora sp., Klebsormidium sp. y
Pseudanabaena sp., estas algas fueron aisladas de un biorreactor de perifiton y
cultivadas bajo condiciones de laboratorio en diferentes proporciones de N/P para
determinar su capacidad de absorcion y desorcion del nitrégeno en forma de nitrato
y el fosforo. Los resultados mostraron que la relacion entre N/P influencid
significativamente en el crecimiento de algas y el proceso de captacion de fosforo.
Las concentraciones adecuadas para la eliminacién de nitrogeno y fosforo fueron 5-
15 mg/L*dia?, 7-10 mg/L*dia? y 7-20 mg/L*dia® para la Cladofora sp.,
Klebsormidium sp. y Pseudanabaena sp., respectivamente. Dentro de estas
concentraciones, la Cladophora sp. tuvo la mayor produccion de biomasa, mientras
Pseudanabaena sp. tuvo la mayor capacidad de absorcién de contenido de nitrogeno

y fésforo. Este estudio permitié indicar que la Cladofora sp. tenia una alta capacidad
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de extraccion de fosforo de aguas residuales el cual permitié una alta produccion de
biomasa y la Pseudanabaena sp. fue muy adecuada para eliminar el nitrégeno de las

aguas residuales

Suganya, Kayalvizhi, Senthil, Saravanan y Vinoth (2016), buscaron absorbentes de
bajo costo para la eliminacion efectiva de iones metalicos de soluciones acuosas. El
experimento se basé en la seleccion de la biomasa del alga filamentosa
Rhizoclonium tortuosum proveniente de pozas, estanque y piscinas cerca de
Dharmapuri, India. EI material fue lavado y sometido a un tratamiento con HCI 0,1
N para lograr deshidratarlo. Posteriormente fue secado a 60 °C logrando el material
bioabsorvente al que se sometieron las muestras acuosas conteniendo iones
metéalicos de Pb(ll), Ni(ll) y Cr(\V1). Los resultados mostraron que la Rhizoclonium
tortuosum puede utilizarse como mejor biosorbente debido a que los iones metalicos
disminuyeron con el aumento de la dosificacion. La razén del aumento en el
porcentaje de eliminacidn se atribuyo al incremento de sitios activos disponibles del
material bioabsorbente llegando a una saturacién. Se determin6 a 1,0 gr/L como la

dosis 6ptima de biomasa para la eliminacion efectiva de iones metalicos.

BASES TEORICAS ESPECIALIZADAS

Clorofitas filamentosas

Burrows  (1991), indic6 que las Clorofitas Filamentosas son
una division de algas verdes que incluye alrededor de 8200 especies de
organismos eucariotas en su mayoria acuaticos fotosintéticos. Todos los grupos
de las clorofitas contienen clorofilas a y b, y almacenan las sustancias de reserva
como almiddn en su plasto. La division contiene tanto
especies unicelulares como pluricelulares. La reproduccion sexual esta también
presente y es de tipo oogamia o isogamia. Sin embargo, algunas especies pueden
reproducirse asexualmente, mediante la division celular o la formacion de
esporas. Sus ciclos de vida difieren mucho entre especies, el mas comun es el
que comprende una fase haploide y otra diploide, donde las dos fases pueden ser

iguales o diferentes. Se dividen en tres grupos de acuerdo con su organizacion



celular: las algas sifonales, las algas de colonias moviles y las algas no moviles
y filamentosas.

Lewis y McCourt (2004), clasificaron la taxonomia de las Clorofitas

Filamentosas que es mostrada a partir de la siguiente tabla:

Tabla 1

Clasificacion taxonomica de las Clorofitas Filamentosas

CARACTERISTICA DESCRIPCION
Reino: Plantae

Sub-reino: Viridiplantae
Division: Chlorophyta

Fuente: Kiitzing (1843)

Garcia (2013), identifico a las Clorofitas Filamentosas como algas verdes el cual,
a partir de las siguientes figuras (Figura 1 y Figura 2), muestra su ciclo biol6gico
y ciclo de reproduccion respectivamente.

ORIGEN
CRECIMIENTO
REPRODUCCION “Fase
vegetativa” -

Juvenil

MADUREZ

“Fase
vegetativa” —

gametofito o
esporofito

IEigura 1. Ciclo Biologico de la Clorofita Filamentosa. (FUENTE: Garcia (2013))
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vegelativa fragmentacion en mullicelulares
ASEXUAL
Z00sporas
Esporulacién aplanasporas autosporas (caso especial)
Y
acinetas
p
Fusidn gamética { isogamia, anisogamia, oogamia
4
SEXUAL
5 Meiosis { post-cigética, gametogeénica (?), esporogénica

Figura 2. Ciclo Reproductivo de la Clorofita Filamentosa. (FUENTE: Garcia
(2013))

Bourrelly (1972), considero los siguientes ordenes dentro de las Clorofitas:

a. Volvocales: mdviles. Unicelulares o coloniales.

b. Tetrasporales: unicelulares o coloniales. Inméviles con vacuola contréactil.
c. Chlorococcales: unicelulares o coloniales. Inmoéviles

d. Ulothricales: Filamentosas no ramificadas.

e. Ulvales: talo foliaceo o tubular.

f. Chaetophorales: filamentosas ramificadas.

g. Trentepohliales: Con hematocromos, sin almidén.

h. Oedogoniales: Filamentos con anillos de crecimiento.

Siphonocladales: Talo filamentoso. Plasto reticulado.
J. Siphonales: talo globoso, plurinucleadas.
k. Zygnematales: unicelulares o filamentosas simples.

I. Charales: de gran talla, muy diferenciadas.
A lavez, Bourrelly (1972), clasifico a las Clorofitas como:

a. Euchlorophyceae: Solitarias o coloniales no filamentosas, con drdenes

volvocales, tetrasporales y chlorococcales.
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b. Ulothricophyceae: Agrupa todas las formas filamentosas de los siguientes
oOrdenes:

e Ulothricales: Formas filamentosas no ramificadas.

e Ulvales: Talo foliaceo o tubular.

e Chaetophorales: Formas filamentosas ramificadas o en talos
constituidos por paquetes de células.

e Trentepholiales: Formas filamentosas o en discos, ricas en
hematocromos rojo-naranja, sin almidon.

e Oedogoniales: Formas filamentosas con un anillo de crecimiento.

e Sphaeropleales: Formas filamentosas no ramificadas con cloroplasto
anillado.

¢ Siphonocladales: Forma filamentosa con un plasto reticulado.

e Siphonales: Talo globoso, plurinucleadas.

e Dichotomosiphonales: Formas filamentosas ramificadas.

c. Zygophyceae: Filamentosas o unicelulares exclusivas de agua dulce con un

tipo de 6rden Zygnematales.

Arcos, Avila, Estupifian y Gomez (2005), mencionaron que las clorofitas son de
las algas méas abundantes en todo el mundo y su importancia es a partir de sus
caracteristicas bioldgicas, debido a que tiene la capacidad de soportar

contaminantes de un medio acuatico y tener un rapido crecimiento en biomasa.

Biologia de la Rhizoclonium

El género Rhizoclonium fue creado por Kitzing (1843) que segrego del género
Conferva Agardh a aquellas especies con ramificaciones rizoideas.
Rhizoclonium consiste en individuos filamentosos no ramificados. (Parodi &
Caceres, 1993).

Este género de algas filamentosas no ramificadas, crecen unidas o flotando en
habitats marinos, estuarinos y de agua dulce, considerandose de distribucion

cosmopolita. Los rizoides unicelulares o multicelulares cortos surgen (a menudo



0 con muy poca frecuencia) ambos desde la base en posiciones intercaladas o
como extensiones de células visiblemente dobladas (“rodillas"). El diametro de
la célula no excede los 70 um, y el niimero 0 nucleos por célula es usualmente
<10, siendo estos los caracteres que distinguen a Rhizoclonium del género
marino Chaetomorpha, en el cual los rizoides estan ausentes, los nucleos suelen
ser muchos mas de 10 por célula y la Gnica célula modificada en el filamento (en
las especies relacionadas) es la celda basal de retencion (Skinner & Entwisle,
2004). Ademaés, esta compuesto por multiples cloroplastos que forman un
reticulo con varios pirenoides y los filamentos forman matas delgadas o hebras
filamentosas entrelazadas que pueden alcanzar 5 cm de largo (Ichihara, Shimada
y Miyaji, 2013). Su reproduccion es por isogametos biflagelados y zoosporas

cuadriflageladas o biflageladas (Nienhuis, 1974).

Figura 3. Diferentes especies y estructuras de Rhizoclonium - A.Rhizoclonium
implexum, B.C. Rhizoclonium tortuosum, B. Filamento con ramificacién rizoidal,
C. Filamento, D. Rhizoclonium riparium, E.F. Rhizoclonium curvatum, F.
Filamento arqueado con rizoides, F. Parte del filamento con rizoide. (FUENTE:
Harvey (1849)).
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Biorremediacion

European Federation of Biotechnology [EFB] (1999), mencionaron que la
biorremediacion es el proceso que utiliza organismos vivos (plantas, algas,
hongos y bacterias) para absorber, degradar o transformar los contaminantes y
retirarlos, inactivarlos o atenuar su efecto en el agua. El término biorremediacién
fue incorporado a principios de la década de los '80. Los cientificos observaron
que era posible aplicar estrategias de remediacion que fuesen bioldgicas, basadas
en la capacidad de los microorganismos de realizar procesos degradativos. La
biorremediacion surge como una rama de la biotecnologia que busca resolver los
problemas de contaminacién mediante el disefio de microorganismos capaces de

degradar compuestos que provocan desequilibrios en el medio ambiente.

Su ambito de aplicabilidad es muy amplio, pudiendo considerarse como objeto

cada uno de los estados de la materia (Atlas & Unterman, 1999):

* Solido: con aplicaciones sobre medios contaminados como suelos 0

sedimentos, o bien directamente en lodos, residuos, etc.

* Liquido: aguas superficiales y subterraneas, aguas residuales.

* Gases: emisiones industriales, asi como productos derivados del tratamiento de

aguas o suelos.

También se puede realizar una clasificacion en funcion de los contaminantes con

los que se puede trabajar (Alexander, 1999):

* Hidrocarburos de todo tipo (alifaticos, aromaticos, BTEX, PAHS).

* Hidrocarburos clorados (PCBs, TCE, PCE, pesticidas, herbicidas).

» Compuestos nitroaromaticos (TNT y otros).

* Metales pesados: Estos no se metabolizan por los microorganismos de manera
apreciable, pero pueden ser inmovilizados o precipitados.

* Otros contaminantes: Compuestos organofosforados, cianuros, fenoles, etc.
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Las ventajas técnicas de la biorremediacion: Poseen una amplia aplicabilidad en
cuanto a compuestos organicos, como ya se ha mencionado arriba, ademas

pueden sumarse las siguientes (Alexander, 1999):

» Mientras que los tratamientos fisicos y buena parte de los quimicos estan
basados en transferir la contaminacién entre medios gaseoso, liquido y sélido,

en la biorremediacion se transfiere poca contaminacion de un medio a otro.

* Es una tecnologia poco intrusiva en el medio y generalmente no requiere

componentes estructurales o mecénicos dignos de destacar.

La biorremediacidn tiene también inconvenientes y limitaciones. Por ejemplo, la
biodegradacion incompleta puede generar intermediarios metabolicos
inaceptables, con un poder contaminante similar o incluso superior al producto
de partida. Por otra parte, algunos compuestos, como veremos, son resistentes o
inhiben la biorremediacion. El tiempo requerido para un tratamiento adecuado
puede ser dificil de predecir y el seguimiento y control de la velocidad y/o
extension del proceso es laborioso. La aplicabilidad de esta técnica depende de

varios factores:

* Propiedades del contaminante (biodegradabilidad). En general, los
hidrocarburos alifaticos se degradan réapidamente. Las estructuras mas
ramificadas son mas dificiles de degradar que las cadenas lineales, al producir
impedimentos estéricos. Las cadenas ramificadas de sulfonatos de alquilo o arilo
a menudo se degradan muy lentamente. Los dobles enlaces hacen la molécula
mas resistente, asi como un incremento del namero de anillos bencénicos. Las
sustituciones quimicas (&cidos dicarboxilicos, nitrilos, metilaciones,
halogenaciones) también hacen la molécula mas resistente. Por otra parte, la
biodegradacion de compuestos que contienen Nitrogeno y Azufre esta ligada

frecuentemente a su utilizacién como nutrientes.

* Presencia de comunidades microbianas adecuadas, con capacidad enzimatica

para metabolizar el compuesto(-s). Los microorganismos pueden ser autoctonos
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(biorremediacion intrinseca o atenuacion) o afiadidos al sistema para mejorar la

degradacion (bioaumentacion).

* Disponibilidad del contaminante. Es un factor critico, mas importante que la
propia presencia de comunidades microbianas. Para que la degradacion de un
contaminante pueda producirse, es necesario que interaccione con la célula en
medio acuoso. Inicialmente lo hard con la parte exterior de su pared para
posteriormente ser transportado al interior de la misma. La forma mas comun de
transporte es la complejacion con enzimas extracelulares producidos por los
microorganismos. Muchos contaminantes organicos, como los derivados del
petroleo, PCBs, hidrocarburos aromaticos policiclicos (naftaleno, pireno,
fluoreno), solventes halogenados, etc., son hidrofébicos y tienden a adsorberse
en el suelo, concretamente a la fraccion orgéanica (&cidos humicos, &cidos
falvicos y humina). Esta es una de las causas, por ejemplo, de la persistencia de
muchos pesticidas. La produccion de surfactantes por los microorganismos es
un factor determinante, como veremos, que atenua este problema y facilita la

degradacion.

* Condiciones del medio contaminado: Propiedades que permiten o limitan el
crecimiento microbiano y el metabolismo del compuesto. A veces es necesario
modificar las condiciones, por ejemplo, afiadiendo nutrientes o aireando

(bioestimulacion)

Metal Pesado

Segun Spain (2003), el termino de metal pesado refiere a cualquier elemento
quimico metalico que tenga una relativa alta densidad y sea toxico o venenoso
en concentraciones incluso muy bajas. Los ejemplos de metales pesados o
algunos metaloides, incluyen el mercurio (Hg), cadmio (Cd), arsénico (As),
cromo (Cr), talio (TI), y plomo (Pb), entre otros. Junto a ellos hay otros
elementos que, aunque son metales ligeros o0 no metales, se suelen englobar con
ellos por origenes y comportamientos asociados; es este el caso del As, B, Bay

Se. Los metales pesados se clasifican en dos grupos:
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¢ Oligoelementos o micronutrientes. Necesarios en pequefias cantidades
para los organismos, pero toxicos una vez pasado cierto umbral. Incluyen
As, B, Co, Cr, Cu, Mo, Mn, Ni, Se 'y Zn.

¢ Sin funcidn bioldgica conocida. Son altamente toxicos, e incluyen Ba,
Cd, Hg, Pb, Sb, Bi.

Se consideran entre los metales pesados elementos como el plomo, el cadmio, el
cromo, el mercurio, el zinc, el cobre, la plata, entre otros, los que constituyen un
grupo de gran importancia, ya que algunos de ellos son esenciales para las
células, pero en altas concentraciones pueden resultar toxicos para los seres
vivos, organismos del suelo, plantas y animales, incluido el hombre (Spain,
2003).

24.1 Plomo

Elemento quimico, Pb, nimero atdbmico 82 y peso atomico 207,19, las valencias
quimicas normales son 2 y 4. Es un metal pesado (densidad relativa, o gravedad
especifica, de 11,4 a 16 °C (61 °F)), de color azuloso, que se empafia para adquirir
un color gris mate. Es flexible, inelastico, se funde con facilidad, se funde a
327,4°C (621,3 °F) y hierve a 1725 °C (3164 °F). Relativamente resistente al
ataque de los acidos sulfurico y clorhidrico. Pero se disuelve con lentitud en
acido nitrico. El plomo es anfotero, ya que forma sales de plomo de los acidos,
asi como sales metélicas del acido plumbico. El plomo se encuentra en la
naturaleza formando una gran variedad de minerales, entre los que se encuentran
principalmente la galena (PbS), la anglesita (PbSO4) y la cerusita (PbCO)
(Morales, Ruiz, Martinez, Soto, Falcony, Rodriguez & Pedroza, 2010).

2.4.2  Fuentes del plomo

Industrialmente los compuestos mas importantes del plomo son los 6xidos de
plomo vy el tetraetilo de plomo. El plomo forma aleaciones con muchos metales
y, en general, se emplea en esta forma en la mayor parte de sus aplicaciones.
Todas las aleaciones formadas con estafio, cobre, arsénico, antimonio, bismuto,

cadmio y sodio tienen importancia industrial. Se emplea en baterias, afiadidos de
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la gasolina, productos rodados y sacados, aleaciones, pigmentos y compuestos,
cable que forra, tiro y municion. Su utilizacion como cubierta para cables de
teléfono y de television sigue siendo una forma de empleo adecuada para el
plomo, en especial por su ductilidad. Su uso en pigmentos ha sido muy
importante, aunque se ha reducido; el pigmento que se utiliza méas, en que
interviene este elemento, es el blanco de plomo PbCOs.Pb(OH).; otros
pigmentos importantes son el sulfato basico de plomo y los cromatos de plomo
(Rivas, Vicuiia & Wong, 2000).

Mecanismos Fisico — Quimicos Implicados en el Proceso de Remocion de

Metales por Tratamiento Bioldgico.

La pared celular realiza la retencion del metal mediante una interaccion
fisicoquimica del metal con grupos amino e hidroxilo propios de la quitina
presentes en la pared, al igual que grupos fosfato, sulfihidrilo y carboxilo. Esta
interaccion se traduce en la formacion de un enlace covalente coordinado pues
el ion metélico actia como un atomo central que dispone de orbitales vacios
capaces de aceptar pares de electrones. Estos pares de electrones son
precisamente donados por los grupos funcionales nombrados (Navarro, Ramos,
Campos & Maldonado, 2006). La formacion de este enlace puede estar
acompafada por la dislocacion de protones y dependiente en parte del grado de
protonacién de la pared que es determinado por el pH (Gupta, Bhushan &
Hoondal, 2000).

2.5.1 Intercambio I6nico

El intercambio i6nico se expresa como una reaccién en equilibrio en donde los
reactivos que actlan, estan en cantidades quimicamente equivalentes y se
desarrolla hasta que se ha agotado la capacidad estequiométrica (Castro, 1998).
En otras palabras, implica que al captar iones metalicos por parte de la pared va
acompafiado de la liberacion al medio de cationes tales como Ca*?, Mg*?, K*?,
Na*?> y H™ hasta alcanzar el equilibrio de la reaccion. En procesos
convencionales, este tratamiento permite reducir concentraciones de metales, del

orden de mg/L, y se utiliza como tratamiento secundario despues de la
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precipitacion en sistemas de potabilizacion, cuando las concentraciones iniciales
de metal no son excesivamente altas, porque su costo de inversion y de operacion
es elevado (Hidalgo & Martinez, 2004).

2.5.2 Biosorcion

Hoy en dia, los procesos biotecnologicos han llamado la atencion de la
comunidad cientifica por la variedad de métodos detoxificantes de metales
pesados. Dentro de este contexto, la biotecnologia ha separado dos grandes
areas dentro del mismo objetivo; bioacumulacion y biosorcion. Entendidala
primera como un proceso activo de eliminacion de metales pesados
mediante mecanismos metabdlicos involucrando biomasa viviente y
biosorcion como un proceso pasivo con un mecanismo netamente
fisicoquimico, por medio de biomasa no viviente. Por ende, la biosorcion es
un area de investigacion con muchos aportes a la comunidad industrial, por
brindar una alternativa técnica y econémicamente viable y por ser
considerada una tecnologia "limpia” en la eliminacion de metales toxicos

desde aguas residuales o de desecho de actividades productivas.

En la biosorcion se usan una variedad de biomasas, entre ellas: algas, hongos,
levaduras, quitosano, etc (Navarro, Blanco, Llanos, Flores & Maldonado,
2004).

2.5.3 Adsorcion

La adsorcion de iones tiene lugar sobre materiales altamente porosos
(adsorbente), como: carbdén activo, oOxidos de hierro y aluminio, arcilla,
materiales sintéticos y otros substratos de origen bioldgico. En este proceso la
sustancia adsorbida se une a la superficie del adsorbente mediante fuerzas fisicas
(fuerzas de Van der Walls) que son enlaces débiles lo que lo hace un proceso
reversible por otro tipo de fuerzas quimicas o enlaces covalentes. El proceso de
adsorcion se puede dividir en tres fases que incluyen la transferencia de las
moléculas del adsorbato (que se refiere a las especies que van a ser adsorbidas

contenidas en un solvente) a travées de la capa que rodea el adsorbente (que hace
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referencia a la fase sélida capaz de atraer el sorbato), difusion a través de los
poros y adsorcion de las moléculas del adsorbato por la superficie activa
(Canizares, 2000).

El proceso de adsorciéon depende fuertemente del pH y cada metal tiene un pH
Optimo para ser extraido. La temperatura, el tiempo de equilibrio, la
concentracion de metal y la presencia de otros iones en disolucion son factores
que influyen también en el proceso de adsorcion (Patterson, 1991), pues en
soluciones con méas de un metal, se pueden generar tres tipos de comportamiento,
sinergismo: el efecto (adsorcion) de la mezcla es mayor que cuando los
componentes estdn por individual; antagonismo: el efecto de la mezcla es
inferior al de cada uno de los metales; sin interaccion: cuando el efecto de la
mezcla no es diferente al de los componentes por individual (Quingbiao,
Songtao, Gang, Xinkai, Xu, Daochua, Yuelin & Yili, 2004).

Los factores que afectan la adsorcion se ven influenciados por el pH, la
temperatura, la naturaleza del adsorbente, el tipo y concentracién de adsorbato,
entre otros (Hidalgo & Martinez, 2004).

a. pH
Los metales son sustancias electropositivas ya que ceden cargas positivas a
la superficie del sorbente, el cual va aumentado el nimero de cargas
negativas para lograr la adsorcion, lo cual se facilita en soluciones acidas. En
una solucién alcalina los metales pesados tienden a formar
hidroxicompuestos, los cuales posteriormente se precipitan (Navarro et al.
2006).

b. Naturaleza del adsorbato
El adsorbato es un factor influyente en el equilibrio de adsorcion. Existe una
regla general para predecir el efecto de la polaridad del soluto sobre la
adsorcion y consiste en que el soluto polar preferira la fase que es mas polar.
En otras palabras, un soluto polar sera fuertemente adsorbido por un

adsorbente polar, cuando esté en un disolvente no polar (Castro, 1998).
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c. Concentracion inicial de metal

Para determinar la efectividad de un material sorbente hay que conocer cual
es la cantidad méaxima de metal (la capacidad maxima) que puede adsorber.
Los materiales establecen diferentes equilibrios de extraccién cuando se
ponen en contacto con concentraciones distintas de metal. Estos equilibrios
dependen en todos los casos de las condiciones experimentales y son
diferentes para cada temperatura, son equilibrios isotérmicos. Idealmente los
modelos tedricos que se utilizan para describir los resultados experimentales
deben ser capaces de predecir los procesos de sorcion a bajas y altas
concentraciones, ademas de permitir una interpretacion fisica del mecanismo
de sorcion (Hidalgo & Martinez, 2004).

d. Temperatura
La adsorcion es un proceso exotérmico. De acuerdo con los trabajos de
Gonzélez y Wilderer (1991), el proceso de remocidn y adsorcion se lleva a
cabo de forma exitosa dentro de un amplio intervalo de temperaturas que
fluctian entre 5 y 30°C. Este intervalo favorece tanto a bacterias como a

algas.

2.6. Cuenca del Rio Chillon

La cuenca del rio Chillén se ubica en el centro-oeste del pais, en el departamento
de Lima. El rio Chillon es uno de los tres rios, junto con el Rimac y Lurin, que
soportan la mayor cantidad de poblacién urbana. La cuenca es de gran pendiente
y cuenta con los mejores recursos para la produccion alimentaria, y es una de las
mas importantes en cuanto a potencial ecoldgico y turistico. La cuenca del rio
Chillén cuenta con el 27 por ciento de los mejores suelos de la region Lima, que
tiene aproximadamente 8619 hectareas (Olarte, 2007).
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Figura 4. Mapa de la cuenca del rio Rimac (Fuenté: SENAMHI ‘2016).
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CAPITULO II: MATERIALES Y METODOS

1. DISENO DE LA INVESTIGACION

1.1. Area de Estudio

Las muestras obtenidas para los ensayos del presente estudio fueron colectadas en
el rio Chillén, en la estacion Marquez, ubicada en el cruce de las avenidas Néstor
Gambeta y la ribera del rio en el distrito de Ventanilla, Callao, Pert (11° 56° 14,76

Sy 77°7°52,39 Oy a 13 msnm) tal como se muestra en la Figura 5.

Se eligi6 dicha estacion de muestreo por formar parte de la cuenca del rio Chillén
que presenta continuos vertimientos de efluentes domésticos e industriales,
botaderos informales, contaminacion por fertilizantes y plaguicidas a causa de la

agricultura principalmente (Figura 6).

1.2. Descripcion del Experimento

1.2.1. Obtencion del material bioldgico

Las muestras algales filamentosas fueron colectadas de los tanques de agua
estancada del Centro de Investigacion Bioldgica CIB- Ancédn cuyas fotos se
aprecian en el Apéndice 9.2. Posteriormente fueron trasladados al Laboratorio 1 de

Ciencias Basicas de la Universidad Catolica Sedes Sapientiae Sede Lima.

Las muestras fueron lavadas continuamente con agua destilada con la finalidad de
remover impurezas que alteren los resultados. Estas fueron pesadas con una balanza

digital para determinar la biomasa inicial de la investigacion.
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Figura 5. Ubicacion de la toma de muestra en el cruce de la Av. Néstor Gambeta y el
rio Chillon en Ventanilla, Callao. (Fuente: Google Earth, 2016)

1.2.2. Determinacion taxonomica del alga filamentosa y caracterizacion.

Se realizé la determinacion taxonémica del alga por microscopia mediante el uso
de un microscopio compuesto Leica equipado con una camara digital Motic 2000,
se empled claves taxondmicas para identificar el género por medio de
caracteristicas morfoldgicas cualitativas y cuantitativas; asi como la consulta de la
especialista y curadora de la coleccion ficol6gica del Museo de Historia Natural de
la Universidad Nacional de San Marcos Lima-Per(, Haydee Montoya. De la misma
forma, se procedio a realizar un analisis de caracteres de un filamento algal para

poder conocer sus dimensiones de la clorofita filamentosa.

1.2.3. Obtencion de las muestras de aguas del rio Chillon

Las muestras colectadas del rio Chillon, el 10 de mayo del 2016, fueron
trasladadas herméticamente a los laboratorios de la UCSS para luego ser filtrados
dos veces con papel filtro (Rundfilter 125 mm) para asegurar la completa

remocion de particulas en suspension, esterilizados en autoclave en matraces
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Erlenmeyer de 300 ml para evitar el crecimiento de algin microorganismo

presente y luego guardados a 4°C hasta su uso.

1.2.4. Caracterizacion fisico-quimica de los efluentes

Las muestras de agua después de ser colectadas se analizaron en el laboratorio
para determinar los pardmetros fisicoquimicos como: temperatura, pH, nitrégeno

total, fésforo total y el metal pesado plomo.

1.2.5. Tratamientos Experimentales

Los tratamientos empleados se detallan en la Tabla 2, el cual mencionara el

Tratamiento 0 (TO) y Tratamiento 1 (T1) con su respectiva composicion.

Tabla 2

Composicién del tratamiento y del control para evaluar la remocién de plomo por el

alga filamentosa.

TRATAMIENTOS COMPOSICION
TO Agua destilada + Biomasa algal (58,3 g)
Tl Agua del rio Chillon + Biomasa algal (58,3 Q)

Fuente: Elaboracion propia

Ambos tratamientos tuvieron una duracion de 56 dias, la evaluacion se realizé cada siete
dias y se aplicaron tres replicas tanto para el control (TO) como para el tratamiento 1(T1).
Para el tratamiento control (TO) se considerd 5 L de agua estéril no contaminada, al cual
se le adiciond 58,3 g de biomasa algal. El tratamiento 1 (T1) se considerd 5 L de agua
contaminada proveniente del rio Chillén, al cual se adicioné 58,3 g de la biomasa algal.
Los recipientes conteniendo a las muestras fueron forrados con tela de nylon para asegurar

la ausencia de elementos extrafios durante el experimento.

1.2.6. Condiciones experimentales de la investigacion

El parte experimental tuvo una duracién de ocho semanas y se mantuvo las

unidades experimentales a una temperatura de 21,7 £0,5 C° en un invernaculo,
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con un fotoperiodo de 24 horas y con un suministro generador luminoso
proporcionado por dos tubos de fluorescentes de 18 Watts cada uno. Asi mismo,
el sistema instalado presento aireacion permanente proporcionado por un motor
generador de 12V (ver Tabla 3).

Figura 6. Aspecto del rio Chillon en la estacion de colecta del efluente
(Ventanilla-Callao).

Tabla 3.

Condiciones experimentales para los ensayos de remocién de plomo

Caracteristicas del Descripcion

experimento

Duracion del ensayo Ocho semanas
Temperatura 21, 7+£05°C
Suministro de Luz Dos lamparas fluorescentes de 18
W clu.
Fotoperiodo 24 horas
Aireacion Si
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Volumen 5 litros

pH inicial 8,17
Factores (1) Alga filamentosa
Repeticiones 3

Fuente: Elaboracion Propia

1.2.7. Pesaje e incorporacion del alga filamentosa a cada muestra

Al tener identificada el alga filamentosa se procedio a realizar el pesaje total de
biomasa algal para posteriormente incorporar en cada recipiente 58,3 g de biomasa
de esta alga filamentosa més cinco litros de agua procesada proveniente del rio

Chillén, ver fotos de Apéndice 9.
1.2.8. Toma de muestra para andlisis de laboratorio

Para determinar la variacion de la concentracion del plomo durante el proceso de
biorremediacion del alga filamentosa se extrajeron semanalmente una muestra de
30 ml por cada recipiente durante ocho semanas teniendo un total de 48 muestras
(una muestra inicial en la primera semana por cada unidad experimental mas 42
muestras en 7 semanas restantes), el cual se trabajé con 3 réplicas para finalmente
obtener el valor promedio de la concentracion de plomo con su respectiva
desviacién estandar, ver fotos de Apéndice 9. La determinacion de dicho valor se
realiz6 en el laboratorio de Universidad Catdlica Sedes Sapientiae mediante
técnicas colorimétricas usando un equipo multi-paramétrico FOTOFLEX WTW
®.

Con estos datos, se calculd el porcentaje de remocion para dicho metal segin
Aslan y Kapdan (2006).

El diagrama de flujo de la Figura 7 muestran las secuencias realizadas para la

obtencion del porcentaje de remocion.

Férmula para el calculo de parametros de remocion de N-NOsy POs* (Aslan &
Kapdan, 2006).
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Porcentaje de Remocion:

Co—-C
Co

%R=( )X100

Donde:
%R: Porcentaje de remocion del metal
Co: Concentracion inicial del metal

C: Concentracion del metal luego del tratamiento

1.2.9. Analisis de los pardmetros fisico-quimicos
En el Apéndice 9,3 se observa el procedimiento para el analisis de los parametros
fisicoquimicos de la investigacion.
1.2.9.1. Evaluacion del potencial H (pH) en los tratamientos

Se realiz6 la evaluacion directa del valor del pH en el control como en el
tratamiento 1, para lo cual se extrajo una alicuota de 4 ml de la muestra.
Se realizo el respectivo lavado del electrodo del instrumento con agua

desionizada entre cada medicion.
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Figura 7. Diagrama de flujo para la obtencion del porcentaje de remocién de plomo.

1.2.9.2. Evaluacion de la temperatura en los tratamientos

Con la ayuda de un termometro de mercurio se realizo las mediciones de
la temperatura de las muestras. Esta medicidn se realizé de forma directa
en cada recipiente para evitar posibles variaciones entre cada una de las
tomas. Se realizo el respectivo lavado y secado del instrumento entre cada

medicion.

25



1.2.9.3. Evaluacion del nitrogeno total (NT) en los tratamientos

Para la evaluacion del nitrogeno total se tomaron 10 ml de muestra en un
vial vidriado al cual se le adiciond los reactivos para nitrégeno N1K
WTW®, paso siguiente se realizo la digestion de la muestra en una estufa
a 120 °C por una hora. Se realizd las lecturas, con un equipo
Espectrofotométrico Photoflex WTW®, una vez enfriado la muestra y
trasvasado a una cubeta de reaccion WTW®.

1.2.9.4. Evaluacion del fésforo total (PT) en los tratamientos

Para la evaluacion del fésforo total se tomaron 5 ml de muestra en una
cubeta de reaccion al cual se le adiciond los reactivos para fosforo total
POl y PO2 WTW® respectivamente. Se dejo reposar 5 minutos y se

realiz6 la lectura, con un equipo Espectrofotométrico Photoflex WTW.

1.2.9.5. Célculo del ratio NT/PT en los tratamientos

Para la relacion NT/PT se usaron los datos obtenidos de las evaluaciones
previas de los parametros nitrogeno total (NT) y fésforo total (PT), esto
de acuerdo con Pick y Lean (1987), quien manifiesta que la relacion NT/PT
puede darnos una indicacion Gtil de la deficiencia de sales nutritivas en las algas

filamentosas.

1.3. Analisis Estadistico de los Datos

Los datos obtenidos se pasaron al programa Microsoft Excel 5,0; para realizar las tablas y

gréficos, para poder observar la dinamica de los parametros analizados en el experimento.

Los datos descargados en el programa se exportaron al paquete estadistico SPSS v, 21 para
el calculo de la media y desviacion estandar (DE). Los datos fueron analizados a través de
analisis de varianza de una via, para evaluar la diferencia entre las semanas (p<0,05) y los
parametros plomo, nitrégeno, fosforo y ratio NT/PT. En el caso de existir diferencias
significativas entre las concentraciones se realizé una Prueba de Significacion DVS

(Diferencia Verdaderamente Significativa) de Tukey (Daniel, 1993).
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El indice de correlacion de Pearson se empled para determinar la relacion entre los valores

de biomasa, temperatura, pH y el porcentaje de remocion de plomo.

2. MATERIALES

2.1. Material Bioldgico

El alga filamentosa usada en la investigacion pertenece a la especie Rhizoclonium
sp. Y fue colectada del Centro de Investigacion Cientifica- Ancon (CIB-Ancon).
La forma de su almacenamiento en tanques de agua se aprecia en el apéndice 9,

mientras que la biomasa usada en la investigacion se observa en la Figura 8.

Figura 8. Biomasa de algas filamentosas colectadas del CIB-Ancon.

27



2.2. Otros Materiales

- Material de vidrio: Pipetas graduadas 2,50 y 10 mL, Frascos de Erlenmeyer de
500mL, matraces de 250 mL.

- Material desechable: Placas petri de 10 cm de didmetro, guantes de latex y
mangueras.

- Material propio de laboratorio: Piceta, gradilla, algodon y papel toalla.

- Equipos: Aireadores para pecera, Autoclave, Fotometro Photo-Flex WTW
Microscopio binocular con cdmara Motic, Balanza analitica Ohaus, pHmetro
Hanna, Termoémetro digital, Estufa con termostato y Termémetro

- Otros: Kit para determinar nitrégeno total WTW, Kit para determinar plomo

WTW, Kit para determinar fésforo total WTW
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CAPITULO I11: RESULTADOS Y DISCUSIONES

RESULTADOS

1.1. Caracterizacion del Alga Filamentosa

Las observaciones microscopicas realizadas a las muestras del alga filamentosa, fueron
identificadas y que en su totalidad corresponden a Rhizoclonium sp. (ver Tabla 4 y 5),
se observa la presencia de talos filamentosos fijos, uniseriados, no ramificados, la célula
basal se encuentra sujeta a una estructura digitiforme, no se observaron rizoides
secundarios. Las células cilindricas alargadas presentaron una pared celular gruesa y se
observo que el cloroplasto fue reticulado parietal. (Montoya, Pefia y Benitez, 2006) (ver
Figura 9). La Tabla 5 y el Apéndice 9.1 detallan la forma y dimensiones del alga

filamentosa.

Figura 9. Rhizoclonium sp. (40X). Microfotografias 1 y 2, se observa células

basales y células cilindricas.
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Tabla 4.
Clasificacion taxonomica de la especie Rhizoclonium sp.

CARACTERISTICA DESCRIPCION
Reino: Plantae

Sub-reino: Viridiplantae
Division: Chlorophyta
Clase: Ulvophyceae
Orden: Cladophorales
Familia: Cladophoraceae
Género: Rhizoclonium
Especie: Rhizoclonium sp.

Fuente: Kutzing (1843)

Tabla 5.

Caracteristicas geométricas de Rhizoclonium sp.

Forma geométrica Alargada
Diametro 60 + 12 um

Ancho 10-40 pm
Largo 80 — 300 pm

Fuente: Kutzing (1843)

1.2. Variacion de la Concentracion del Plomo

En la Tabla 6, se muestran los valores promedios de plomo medidos semanalmente en
el tratamiento 1 y el control. El registro total de los valores medidos de plomo del control

y el tratamiento 1 se detallan en el Apéndice 1.

Se observa que el control tuvo una concentracion inicial a 0,001 mg/L para plomo y se
mantuvo constante durante todo el experimento con un valor de 0,001 mg/L. Mientras
que el tratamiento 1 resulto con un valor inicial de 0,86+0,17 mg/L y presento un valor
minimo de hasta 0,07 + 0,03 en la séptima semana de evaluacion. La cantidad de plomo

presentd una reduccion muy marcada hasta la tercera semana (ver Figura 10).
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Los valores iniciales para plomo estuvieron por encima del valor maximo permitido
segun la legislacion peruana (<0,05 mg/l) (D.S 015-2015-MINAM) (ver Apéndice 2).

Tabla 6.

Registro semanal de las concentraciones promedio de plomo (mg/L) con las
desviaciones estandares (£ DS) del Tratamiento 1y el control.

SEMANAS CONTROL TRATAMIENTO 1
Semana 0 0,001 0,86 £ 0,17
Semana 1 0,001 0,59 £ 0,11
Semana 2 0,001 0,30 = 0,03
Semana 3 0,001 0,19 £ 0,11
Semana 4 0,001 0,14 £ 0,05
Semana 5 0,001 0,11 + 0,08
Semana 6 0,001 0,10 = 0,07
Semana 7 0,001 0,07 = 0,03

Fuente: Elaboracidn propia
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Figura 10. Diagrama de bigotes de las concentraciones de plomo presentes durante
las semanas de evaluacion.

1.3. Remocién de Plomo por Parte del Alga Rhizoclonium sp.

El alga filamentosa Rhizoclonium sp., alcanz6 el maximo porcentaje de remocion de
plomo en la tltima semana con un valor promedio de 91,8 + 0,11 por ciento (ver Figura
11). En las primeras semanas se observé un marcado aumento de la remocion (semana
1-3); mientras que en la penultima semana se observé una reduccion de 0,33 por ciento

de plomo en las unidades experimentales (ver Apéndice 3).

Los resultados del ANOVA de una via muestran que el alga filamentosa Rhizoclonium
sp. presenta una influencia significativa para la remocion de plomo (p=0,000), véase la
Tabla 7. La prueba de Tukey mostro que las primeras semanas presentaron diferencias
significativas de la accién del alga a la remocion de plomo (p <0,01). Las semanas 4, 5,

6 y 7 no presentaron diferencias significativas (p> 0,05) (ver Apéndice 4).
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Tabla 7

Analisis de la varianza de la remocion de plomo (%) evaluados durante siete semanas.

Variable dependiente:

% de Remocion

% Remocion de plomeo

suma de Media
Origen cuadrados Gl cuadrética F Sig.
Semanas 19161,198 7 2737,314 862,212 ,000
Total 125665,434 24
Total corregido 19211,994 23
a. R al cuadrado = 0,997 (R al cuadrado ajustada =0,996)
Fuente: Elaboracion propia
100,00
80,00
50,00
40,001
20,00
0,00 T T T T T T T T
0 1 2 4 s B T

SEmanas

Figura 11. Curvas de remocion de plomo tratada con Rhizoclonium sp. en un periodo

de siete semanas. Barras de error = mediaxD.E
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1.4. Variacion de la Concentracion de Nitrégeno Total por Parte del Alga Filamentosa

Rhizoclonium sp.

La concentracion inicial de nitrogeno total (NT) para el control y el tratamientol fue de
0,00 y 14,2+1,17 mgL, respectivamente. La cantidad de NT en el tratamiento alcanzé
un valor minimo de 0,27+0,05 mgL™ la Gltima semana de experimentacion (ver Figura
12).

El alga filamentosa Rhizoclonium sp. registré una caida abrupta de NT desde el inicio
hasta la semana 2, para luego mantenerse constante desde la semana 4 a la 7 (p=0,99).

El control a partir de la primera semana presenté un valor de 0,05 mgL* aumentando
paulativamente en las siguientes semanas (ver Tabla 8). Finalmente, en la semana siete,
el control presentd una cantidad de 2,1 mgL, un valor de NT antag6nico con respecto al
tratamiento 1. El analisis de la varianza realizado para NT evidencia influencias

significativas de Rhizoclonium sp. sobre este nutriente (p< 0,0001) (ver Tabla 9)

Tabla 8
Registro semanal promedio de las concentraciones de nitrogeno total (mg/L) con las

desviaciones estandares (+ DS) del Tratamiento 1y el control.

SEMANAS CONTROL TRATAMIENTO
Semana 0 0 14,2 + 1,17
Semana 1 0,05 726 £ 11
Semana 2 0,09 33 £1,2
Semana 3 0,10 285 + 11
Semana 4 0,35 15+ 05
Semana 5 0,88 1,09 £ 0,3
Semana 6 1,2 0,62 £ 0,07
Semana 7 2,1 0,27 £ 0,05

Fuente: Elaboracion propia
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Tabla 9

Analisis de la varianza de la variacion nitrogeno total (mg/L) segln la disminucion entre
las semanas

ANOVA
Suma de Media
Nitr6geno total cuadrados Gl cuadrética F Sig.
Entre grupos 510,445 7 72,921 284,541 ,0001
Dentro de grupos 4,100 16 ,256
Total 514,545 23
Fuente: Elaboracion propia
20,00
1 15,00
=)
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semanas

Figura 12. Curvas de la variacion de nitrogeno total tratadas con Rhizoclonium sp. en
un periodo de 7 semanas. Barras de error = media + D.E
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1.5. Variacion de la Concentracion de Fdsforo Total por Parte del Alga Filamentosa

Rhizoclonium sp.

La Tabla 10 muestra el registro promedio de la concentracion inicial de fosforo total (PT)
de 1,84 + 0,21 mgL™. La cantidad de PT en el tratamiento alcanzé un valor minimo de
0,13 + 0,01mgL* la Gltima semana de experimentacion (ver Figura 13).

Para este parametro, el analisis de la varianza mostré diferencias significativas al analisis
de fosforo total (p=0,000) (ver Tabla 11). La cantidad de dicho nutriente tuvo una caida
importante durante la primera, segunda y tercera semana, mostrando una reduccion
menos acelerada y constante desde la semana cuarta a la séptima (p=0,858) (ver Apéndice
6).

El control a partir de la primera semana presentd un valor de 0,003 mgL™! aumentando
paulatinamente en las siguientes semanas (Tabla 10) hasta alcanzar finalmente en la

séptima semana la cantidad de 0,29 mgL™.

Tabla 10

Registro semanal promedio de las concentraciones de fosforo total (mg/L) con las
desviaciones estandares (+ DS) del Tratamiento 1y el control.

SEMANAS CONTROL TRATAMIENTO
Semana 0 0,003 1,84 £ 0,21
Semana 1 0,05 0,60 £ 0,2
Semana 2 0,08 0,40 £ 0,11
Semana 3 0,13 0,31 £ 0,07
Semana 4 0,15 0,25+ 0,06
Semana 5 0,20 0,19 + 0,.01
Semana 6 0,25 0,16 + 0,01
Semana 7 0,29 0,13 £ 0,01

Fuente: Elaboracion propia
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Tabla 11

Analisis de la varianza de la variacion de fosforo total (mg/L) segun la disminucién entre
las semanas

ANOVA
Fosforo
Suma de Media
cuadrados Gl cuadrética F Sig.
Entre grupos 6,891 7 ,984 176,986 ,000
Dentro de ,089 16 ,006
grupos
Total 6,980 23
Fuente: Elaboracidn propia
2,507
2,007
- |
=
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Figura 13. Curvas de la variacion de fésforo total en un periodo de 7 semanas. Barras
de error = media £ D.E
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1.6.Resultados del Calculo del Ratio NT/PT

Los resultados del calculo del ratio NT/PT se detallan en la Tabla 12. Se observo un valor
de ratio de aproximadamente 8,0 + 0,5 al inicio de los ensayos, mientras que entre las
semanas de uno a siete se presento valores de ratio fluctuantes. La primera semana el valor
del ratio NT/PT presenté un aumento de aproximadamente 10,7 = 0,7. La segunda semana
el ratio NT/PT mostr6 un valor decreciente de 7,6 + 0,9, para volver a incrementarse
nuevamente a un valor de ratio de NT/PT de 9,1 £0,2. Finalmente, este indice cae en las
semanas 4,5,6 y 7, alcanzando un valor del ratio de 2,45 £+ 0,1 en la séptima semana (ver
Figura 14).

Los resultados del analisis de la varianza mostraron que el alga filamentosa Rhizoclonium
sp. presenta una influencia significativa al ratio NT/PT (p=0,000) en las siete semanas (ver
Tabla 13). La prueba de Tukey mostré que durante las primeras semanas (1-3) el ratio
NT/PT no presentd diferencias significativas entre si a la accion del alga (p >0,05).
Mientras que en las semanas (4-7) presentaron altas diferencias significativas (p< 0,05)

(ver Apéndice 7).

Tabla 12

Valores promedio del ratio NT/PT durante las semanas

SEMANAS RATIO NT/PT
Semana 0 8,0£0,5
Semana 1 10,7 £0,7
Semana 2 7,609
Semana 3 9,1+0,2
Semana 4 6,80+1,4
Semana 5 5,20 0,1
Semana 6 4003
Semana 7 245+0,1

Fuente: Elaboracion propia
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Ratio NTIFT

Tabla 13
Analisis de la varianza del ratio NT/PT segun la variacion entre las semanas

ANOVA
ratio NT/PT
Suma de Media
cuadrados Gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 157,612 7 22,516 23,002 ,000
Dentro de 15,662 16 ,979
grupos
Total 173,273 23
Fuente: Elaboracion propia
15,00
10,00
5,007
0,00 T T T T T T T T T
g 0 1 2 3 4 3 G 7
semanas

Figura 14. Curvas de los ratios NT/PT en un periodo de 7 semanas. Barras de error =
media + D.E
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1.7. Resultados de la Variacién de la Biomasa y el pH

En la Tabla 14 se observa que el peso de la biomasa algal mostré un incremento de
65,98+ 1,02 por ciento con respecto a la biomasa inicial, siendo el valor del peso inicial
de 58,3+0,02 g y el peso final de 88,0+0,1 g en la Gltima semana. Con respecto al grado
de asociacion de la biomasa algal y el porcentaje de remocion, esta mostré un alto grado
de correlacion (r = 0,85; P< 0,05) (ver Apéndice 8).

El pH inicio con un valor de 8,17+0,40 y al final del experimento registré un valor de
7,0+0,17 (ver Tabla 14). El grado de asociacién pH y porcentaje de remociéon fue inverso

con valores de r = -0,88 (ver Apéndice 8).

Tabla 14
Valores promedio de la variacion de la biomasa algal (gr) y el pH durante las
semanas

SEMANAS BIOMASA (g) pH
Semana 0 58,3 £ 0,02 8,17+0,40
Semana 1 64,8%0,8 8,1+0,80
Semana 2 67,56+1,02 8,0£0,5
Semana 3 70,3 £0,2 7,15+£1,1
Semana 4 70,712 7,1+0,8
Semana 5 75,8 0,1 7,0x0,23
Semana 6 83,8+1,3 7,0£0,16
Semana 7 88,0+£0,1 7,0£0,05

Fuente: Elaboracidn propia
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Figura 15. Curvas de la variacion de la Biomasa en un periodo de siete semanas.
Barras de error = media £ D.E

2. DISCUSION

La aplicacion biotecnoldgica del alga filamentosa Rhizoclonium sp. en la remocién de
plomo representa el primer registro para Per(. Esta alga genera masas de filamentos
verdosos preferentemente en ecosistemas acudticos eutrofizados, por ende, encontradas
comunmente en rios contaminados (Montoya, 2006). La morfologia de los filamentos
aisladas en este estudio es similar a la reportada en la literatura cientifica; no obstante, debe
realizarse una determinacion taxonémica mucho mas rigurosa a nivel de especie, desde un
enfoque clasico y molecular, para poder atribuir dichas diferencias a variaciones intra o

interespecificas.

Los resultados de la evaluacion de la capacidad biorremediadora del alga Rhizoclonium sp.
sobre el efluente proveniente del rio Chillén, muestra que la biomasa del organismo es
tolerante a las concentraciones de plomo (0,86 mg/L) y esto se evidencia por la alta
capacidad de remocion del metal (91,8 por ciento). Dicho comportamiento se ha registrado
ampliamente en especies de macro y microalgas donde el alga acumula el metal en funcion
de la adaptacion y disponibilidad (Baker & Walker, 2000; Seeliger & Edwards, 1977,
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Wilcox, Guinther, Duin & Maybaum, 1998). Estudios de Vera y Wilkinson (2002) en
condiciones de laboratorio han demostrado que la concentracion de metales pesados en las
algas son el reflejo de la presencia de estos contaminantes en el ambiente. Esta

investigacion coincide con los resultados obtenidos por estos investigadores.

Los estudios de Suganya et al. (2016) sobre la acumulacion de Pb, Ni y Cr asociado a la
variacion de la biomasa de Rhizoclonium tortuosum, presentaron valores de 60,8; 60,15 y
50,55 por ciento para la accion del plomo, niquel y cromo respectivamente, mientras que
en la presente investigacion la biomasa se incrementd en 65,98 por ciento con respecto a
la biomasa inicial en ensayos realizados con el efluente conteniendo plomo. Segin Morales
et al. (2010), este incremento en la biomasa es el resultado del uso de nutrientes como el
nitrégeno y los microelementos, que ayudan a mantener el metabolismo primario en
presencia de metales. En la presente investigacién no se agregd nutrientes, pero es muy
probable que el efluente del Rio Chillén haya contenido trazas de nutrientes que permitiera

el incremento de la biomasa algal.

El andlisis de ANOVA indicd que los parametros mas influyentes en la biorremediacion
de plomo por el alga Rhizoclonium sp. durante las siete semanas de evaluacién fueron los
nutrientes en términos NT y PT. Diversos estudios han demostrado que el tiempo de
exposicion favorece la remocidn de metales pesados y nutrientes en cultivos microalgales
(Hoffman, 1998; Mallick, 2002; De-Bashan, Hernandez, Morey y Bashan, 2004) y en
cultivos de algas filamentosas (Ospina et al. 2006).

Se ha observado reduccion en el ratio NT/PT cuyo valor inicial disminuy6 de 8,0 £ 0,5 a
2,45 £+ 0,1 finalmente, debido a la accion metabolica de Rhizoclonium sp. Uno de los
factores mas importantes que influyen en la remocion de nutrientes es la concentracion
inicial de los mismos (Aslan & Kapdan, 2006), por lo que los resultados obtenidos tan solo
pueden ser comparables con trabajos que tengan concentraciones iniciales de NT y PT
similares a los de esta investigacion (Zamani, Noshadi, Amin, Niazi & Ghasemi, 2012).
Las concentraciones finales NT (0,27 mg/L) no super0 el valor maximo permitido en Per(
(Estandar Nacional de Calidad Ambiental para Agua de 0,315 mg/L D.S 015-2015-
MINAM) y las concentraciones de PT (0,13mg/L) superd el valor maximo permitido para
rios de la costa peruana (valores limites dado por el Estandar Nacional de Calidad
Ambiental para Agua de 0,035 mg/L D.S 015-2015-MINAM).
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Un factor importante dentro de los mecanismos de biorremediacion es la temperatura. Se
han reportado porcentajes altos de remocion de metales pesados al incrementarse la
temperatura en condiciones de laboratorio (Suganya et al. 2016). El resultado con respecto
a los valores de temperatura en esta investigacion muestra una alta correlacion directa con
respecto a la remocién de plomo (r= 0,856; P<0,05) lo que podria explicar que la
temperatura es uno de los principales mecanismos de dependencia energética en la
captacion de iones de metales pesados mediados por microorganismos (Rezaee, Derayat,
Mortazavi, Yamini & M.T, 2005)

Finalmente, diversos estudios indican al pH como un pardmetro efectivo en la captacion de
iones de metales pesados en algas (Gupta, Shivastana y Jain, 2001; Rezaee, Ramavandi,
Ganati, Ansari & Solimanian, 2006). Suhaimi, Samah y Aziz (2013) realizaron
evaluaciones del pH en la captacion de plomo (Il), emplearon para tal efecto diferentes
valores de pH con rangos de 1,0 a 8,0, encontrando una alta significancia en la absorcion
del plomo principalmente en el rango de 4,5 a 6,5. En esta investigacion los valores de pH
registrados (7,0 a 8,17) muestran una alta correlacién (r= - 0,88; P=0,02) con respecto a la
remocion de plomo hecha por Rhizoclonium sp., mostrando que a valores de pH menores,
la remocién de plomo se incrementa. Este resultado refleja una alta influencia de esta
variable en los procesos de biorremediacion de plomo en soluciones metalicas, tal como lo
refiere Marques, Rosa y Pinheiro (2000). Es de conocimiento que el pH afecta la
solubilidad de los iones metélicos, como asi también la disponibilidad de los grupos
funcionales presentes en la pared celular de la biomasa principalmente de algas (Monteiro
& Castro, 2012).

43



CONCLUSIONES

1. El alga filamentosa aislada de los estanques de almacenamiento de agua del Centro de
Investigacion Bioldgica (CIB-Ancdn) corresponden a la especie Rhizoclonium sp.

2. El alga Rhizoclonium sp. demostr6 una alta tolerancia al plomo, con valores de remocion
de hasta 91,8 por ciento de este metal en un periodo de siete semanas, también presenta
capacidad de reducir nitrogeno y fosforo.

3. La biomasa de Rhizoclonium sp. present6 un incremento notable con respecto de su valor

inicial del orden de 65,98 por ciento.

4.. En este estudio los valores de pH registrados en el experimento muestran una alta
afinidad con respecto a la remocion de plomo hecha por el alga Rhizoclonium sp,

mostrando que a valores de pH menores la remocion de plomo se incrementa.

5. El alga filamentosa Rhizoclonium sp. fue efectivo en la biorremediacion de aguas del rio

Chillén contaminados con nutrientes y el metal pesado plomo.
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RECOMENDACIONES

e Evaluar la remocién de plomo con otro tipo de alga o probar con consorcios algales.

e Evaluar a Rhizoclonium sp. en la remocion de otros metales pesados ligados a cuerpos de

agua contaminados.

e Evaluar el efecto del tratamiento de aguas residuales con algas filamentosas sobre otros

parametros fisicoquimicos (DQO, DBO, conductividad, salinidad etc.).

¢ Realizar estudios de remocion con metales pesados teniendo en cuenta los valores de

concentracion de clorofila como referente del estado metabdlico del alga en estudio.

¢ Realizar las mediciones de los diversos parametros de la investigacion en periodos mas
cortos de tiempo para que reduzcan los margenes de error durante la evaluacién

respectiva
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TERMINOLOGIA

Los conceptos de los términos indicados a continuacion se han tomado del libro Biologia
Conceptos basicos perteneciente a Galindo, Avendafio y Angulo (2012).

Almidon: Macromolécula compuesta de dos polisacaridos, la amilosa (en proporcion del 20

por ciento) y la amilopectina (80 por ciento).

Biocombustible: Es una mezcla de sustancias organicas que se utiliza como combustible en los
motores de combustién interna. Deriva de la biomasa, materia organica originada en un proceso

bioldgico, espontaneo o provocado, utilizable como fuente de energia.

Clorofila: Son una familia de pigmentos de color verde que se encuentran en todos aquellos
organismos que contienen cloroplastos en sus células, lo que incluye a las plantasy a los

diversos grupos de algas y que son importantes para realizar la funcion de la fotosintesis.

Cloroplastos: Son los organelos celulares que en los organismos eucariontes fotosintetizadores

se ocupan de la fotosintesis.

Cigoto: huevo de la célula resultante de la union del gameto masculino (espermatozoide) con

el gameto femenino (6vulo) en la reproduccion sexual de los organismos.

Diploide: son las células que tienen un nimero doble de cromosomas.

Enzima: son moléculas de naturaleza proteica y estructural que catalizan reacciones quimicas,

es decir que acelera el proceso (aumenta la velocidad).

Esporas: cuerpo microscopico unicelular o pluricelular que se forma con fines de dispersion y

supervivencia por largo en condiciones adversas, y que generalmente es una célula haploide.

Eucariota: Esta referido aldominio que incluye los organismos formados

por células con ndcleo verdadero.

Fotosintéticos: Corresponde a organismos que realizan la conversion de materia inorganica en

materia organica gracias a la energia que aporta la luz.

Haploide: son las células que tienen un solo nimero de cromosomas.
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Isogamia: Es una forma de reproduccion sexual propia de los vegetalesen la cual los

dos gametos que se unen para formar el cigoto son idénticos en estructura y tamafio.

Metal Pesado: son elementos quimicos con masa atdmica elevada como por ejemplo el
mercurio, plomo, cromo, cadmio y el arsénico. Una caracteristica de ellos es que tiene a dafiar
los organismos incluso a bajas concentraciones y tienden a acumularse a lo largo de la cadena
alimentaria.

Oogamia: Proceso en donde los zoogametos masculinos son pequefios, pobres en plastos y en

reservas, y muy moviles; se denominan espermatozoides.

Plastos: Son orgéanulos celulares eucaridticos, propios de las plantas y algas. Su funcién
principal es la produccién y almacenamiento de importantes compuestos quimicos usados por

la célula.
Pluricelular: Es aquel que esta constituido por dos o mas células.

Unicelular: Esta formado por una Unica célula.
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APENDICES

APENDICE 1

REGISTRO SEMANAL DE LAS CONCENTRACIONES (mg/L) DE PLOMO CON
LAS DESVIACIONES ESTANDARES DEL TRATAMIENTO Y EL CONTROL

Semanas

L 0 1 2 3 4 5 6 7
Réplicas
Replical 0,86 0,59 0,30 0,19 0,14 0,11 0,10 0,1
Replica 2 0,90 0,60 0,40 0,20 0,11 0,12 0,11 0,05
Replica 3 0,80 0,50 0,35 0,15 0,12 0,08 0,11 0,06
X +DE 0,86+0,17 059+0,1 0,30+0,03 0,19+0,11 0,14+0,05 0,11 + 0,08 0,10+0,07 0,07+£0,03
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APENDICE 2

ESTANDAR NACIONAL DE CALIDAD AMBIENTAL PARA AGUA D.S 015-2015-

MINAM
CATEGORIA 3
CATEGORIAS ECA AGUA: CATEGORIA 3
] PARAMETROS | PARAMETROS
PARAMETRO UNIDAD PARARIEGO DE |PARA BEBIDAS
VEGETALES DE ANIMALES
D1: RIEGO DE
CULTIVOS DE  |D2: BEBIDA DE
TALLO ALTOY ANIMALES
BAJO
FisICOS - QUIMICOS
Aceites y grasas mg/L 5 10
Bicarbonatos mg/L 518 =
Cianuro Wad mglL 01 01
Cloruros mg/L 500 =
Color (b) C‘:;’;T:Ejgzm 100 (a) 100 (a)
Conductividad (uSicm) 2500 5000
Demanda  Bioguimica de
Oxigeno (DBO;) ! mgf 15 5
E;gﬂg;da Cuimica de Oxigeno mgl 0 10
Detergentes (SAAM) magll 02 05
Fenoles mgll 0,002 0,01
Fluoruros mgll 1 =
mtcrit_i);} (NO,-M) + Nitritos mgh 100 100
Nitritos (NO,-N) mgfl 10 10
C}chig.;eno Disuelto  (valor mglL 4 5
mimimo)
Potencial de Hidrégeno (pH) Unidad de pH B65-83 65-84
Sulfatos mg/L 1000 1000
Temperatura °C A3 A3
INORGANICOS
Aluminio mg/L 5 5
Arsénico mg/L 01 02
Bario mgiL 0,7 -
Berilio mg/L 01 0.1
Boro mg/L 1 5
Cadmio mg/L 0.01 0,05
Cobre magll 02 05
Cobalto mgl 0,05 1
Cromo Total migl 01 1
Hierro mgll 5 =
Litio mgll 25 25
Magnesio mgll = 250
Manganeso magfl 0,2 02
Mercurio magll 0,001 0,01
Migquel mgl 02 1
Plomo migl 0,05 0,05
Selenio mgll 0,02 0,05
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APENDICE 3

REGISTRO SEMANAL DE LAS REMOCIONES (%) DE PLOMO CON LAS

DESVIACIONES ESTANDARES DE LAS REPLICAS

Semanas

o 0 1 2 3 4 5 6 7
Réplicas
Réplical 10 31,39 65,11 77,9 83 88 88,50 91
Réplica 2 12 32 60 80 83,7 85 88,8 92
Replica 3 8,5 30,00 66 75 84 86 90 91
X +DE 10+£0,17 314+01 651+0,07 77,9+0,21 83,7+0,09 86,51+0,13 89,1+0,11 91,8+0,11

APENDICE 4

PRUEBA DE TUKEY DEL PORCENTAJE DE REMOCION DE PLOMO

HSD Tukeya®b

semanas N 1

Remocién

Subconjunto

3

4

semana0 10,0000
semanal
semanaz2
semanas3
semana4
semanab

semana6

W W W w W ww w

semana’

Sig. 1,000

31,1300

1,000

63,7033

1,000

77,6333

1,000

83,5667
86,3333

,568

86,3333
89,1000
91,3333

,052

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica(Error) = 3.175.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 3.000.

b. Alfa = .05.
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APENDICE 5
PRUEBA DE TUKEY DE LA VARIACION DEL NITROGENO TOTAL

Nitrogeno

HSD Tukey?
Subconjunto para alfa = 0,05

semanas N 1 2 3 4 5
semana’ 3 ,2733
semanabt 3 ,6000
semanab 3 1,1600
semana4 3 1,4667 1,4667
semana3 3 2,7833 2,7833
semana2 3 3,6333
semanal 3 7,8533
semana0 3 14,6667
Sig. ,141 ,083 478 1,000 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 3.000.

APENDICE 6
PRUEBA DE TUKEY DE LA VARIACION DEL FOSFORO TOTAL

Fo6sforo total

HSD Tukey?
Subconjunto para alfa = 0,05
semanas N 1 2 3 4
semana’ 3 ,1267
semanab 3 ,L1600
semanab 3 ,1933
semana4 3 ,2433
semana3 3 ,3267 ,3267
semana2 3 ,5167 ,5167
semanal 3 ,7000
semanal 3 1,8467
Sig. ,070 ,094 , 114 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
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APENDICE 7
PRUEBA DE TUKEY DE LA VARIACION DEL RATIO NT/PT

Ratio NT/PT

HSD Tukey?
Subconjunto para alfa = 0,05

semanas N 1 2 3 4 5
semana’ 3 2,4100
semana6 3 3,9667 3,9667
semanab 3 5,2667 5,2667
semana4 3 6,8067 6,8067
semana2 3 7,4167 7,4167
semana0l 3 7,9167 7,9167
semana3 3 9,0667 9,0667
semanal 3 10,8233
Sig. ,553 ,739 ,070 ,016 ,014

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 3,000.

APENDICE 8

COEFICIENTES DE CORRELACION LINEAL DE PEARSON (r) ENTRE LOS
VALORES DE PORCENTAJE DE REMOCION, BIOMASA, PH Y TEMPERATURA.

SIGNIFICANCIA DE P<0,05

REMOCION | BIOMASA pH TEMPERATURA
REMOCION 0,85 -0,88 0,856
BIOMASA 0,85 -0,76 0,754
pH -0,88 -0,76 -0,833
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APENDICE 9
REGISTRO FOTOGRAFICO DE LA INVESTIGACION

Fotografia 9.1. Caracteristicas geométricas usadas en la identificacién de Rhizoclonium sp.
(Didmetro, ancho y largo)
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Fotografia 9.2. Almacenamiento de la biomasa algal de Rhizoclonium sp. en CIB-Ancén

Fotografia 9.3 Lectura de los parametros de nitrogeno total, fosforo total y plomo con el equipo
Photoflex WTW.
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Fotografia 9.4 Reactivos usados en la de determinacién del nitrégeno total, fésforo total y
plomo.

Fotografia 9.5 Distribucion de las unidades experimentales en los laboratorios de la UCSS.
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Fotografia 9.6 (A) Pesaje de la biomasa algal. (B)Muestras de aguas extraidas de las
unidades experimentales para el analisis en Laboratorio.

CAPACITY
50009X19/17702X0 1az

63



Fotografia 9.7 Equipo fotométrico Fotoflex WTW y los reactivos usados en la cuantificacion
de los parametros fisico quimicos de la investigacion

racC N
0.50 - 15.00 mgn
7.5

.
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