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RESUMEN

TITULO:

BIORREMEDIACION DE MANGANESO Y DE SOLIDOS SUSPENDIDOS TOTALES, POR Lemna
minor y Chlorella sp EN MUESTRAS DE UN EFLUENTE DE UNA CENTRAL
TERMOELECTRICA."

AUTOR:
Javier Mauricio Villamizar Cujar™

Palabras claves:
Lemna minor, Chlorella sp, metal pesado, bioabsorcion, bioadsorcion, biorremocién, agua residual.

DESCRIPCION

El manganeso (Mn2+) es un metal pesado, considerado un micronutriente, para muchos
organismos. A pesar de ello, con altas concentraciones, o a partir del proceso de biomagnificacion
en la cadena tréfica, puede convertirse en un potencial toxico. Dicho metal hace parte de las
descargas de las centrales térmicas, y de otras industrias. El propdsito de nuestro estudio fue
evaluar la capacidad de remocion de Mn** y de sélidos suspendidos totales (SST), por parte de
Lemna minor y Clorella sp, a partir de agua residual procedente de una central térmica. Se
establecié un sistema de biorremocion, de dos ciclos consecutivos de remocion, iniciando con L.
minor, y continuado con Chlorella sp, cada uno durante 16 dias de exposicion al agua residual. Se
evalué la eficiencia de bioabsorcion, bioadsorcion y biorremocion del Mn?®*; en combinacién con la
cuantificacion de los factores de acumulacién intracelular (FAI), de adsorcion (FAD) y de
bioconcentracién (FBC). Valores en estos indices = 1000, se correlacionan a un organismo
hiperacumulador. Se estudi6 la cinética de eliminacién, adsorcién y de acumulacion intracelular.
L. minor removié un 80,40% de los SST. L. minor, presentd valores > 1000 en el FAI, FAD y FBC,
probando ser un organismo tolerante e hiperacumulador de Mn®*, utilizando como principal
mecanismo la adsorcién. Chlorella sp, presenté valores < 1000, en los indices, pero fue
igualmente un organismo eficiente en la biorremocion del Mn®, su principal mecanismo de
remocion fue la absorcion. En conjunto, dichos organismos removieron un 74,20% (Mn2+) en agua
residual y 77,38% (Mn2+) en agua residual esterilizad. L. minor, puede ser empleado en procesos
de fitorremediacion de Mn?* y de SST, ya que mostrO ser un organismo tolerante e
hiperacumulador del Mn?* asf, como un eficiente removedor de SST.

* Trabajo de Aplicacion.
** Facultad de Ingenierias Fisicoguimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Maestria en Ingenieria

Ambiental. Director: Ph. D Viatcheslav Kafarov. Co-Director: M.Sc. Luz Yolanda Vargas Fiallo.
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ABSTRACT

TITLE:

BIOREMEDIATION OF MANGANESE AND TOTAL SUSPENDED SOLIDS, BY Lemna minor AND
Chlorella sp IN SAMPLES OF A THERMAL POWER PLANT EFFLUENT.”

AUTHORS:

Javier Mauricio Villamizar Cujar™

Key Words:

Lemna minor, Chlorella sp, heavy metal, bioabsorption, bioadsorption, biorremoval, wastewater.

DESCRIPTION

Manganese (Mn2+) is a heavy metal, considered a micronutrient for many organisms. However, in
high concentrations or because of biomagnification processes in the food chain, it can acquire a
toxic potential. This metal is part of the discharges of power plants, and other industries. The
purpose of our study was to evaluate the removal ability of Mn®* and of total suspended solids
(TSS) by Lemna minor and Chlorella sp, from a power plant’s wastewater. A system of
biorremocién was established with two consecutive cycles of removal, starting with L. minor, and
continuing with Chlorella sp, each one for 16 days of exposure to the wastewater. The efficiency of
bioabsorption, biosorption and biorremocién of Mn®* was evaluated, in combination with the
quantification of the intracellular accumulation factor (IAF), the adsorption and bioconcentration
factor (BCF). Values for these indices = 1000, are correlated to an hyperaccumulator organism.
We studied the kinetics of the elimination, adsorption and intracellular accumulation. L. minor
removed 80.40% of the SST. L. minor showed values > 1000 in the IAF, BAF and BCF, proving to
be an tolerant organism and a hyperaccumulator of Mn?*, using as main mechanism adsorption.
Chlorella sp showed values < 1000, in the indexes, but it was also an efficient organism in
biorremocion of Mn?*; the main removal mechanism was absorption. Together, these organisms
removed 74.20% (Mn2+) in wastewater, and 77.38% (Mn2+) in sterilized wastewater. L. minor, can
be used for ph¥toremediation of Mn** and SST, showing to be a tolerant and hyperaccumulator
organism of Mn“" as well as an efficient remover SST.

* Application Project.
* Physicochemical Engineering College. Chemical Engineering School. Master of Environmental
Engineering. Director: Ph. D Viatcheslav Kafarov. Co-Director: M.Sc. Luz Yolanda Vargas Fiallo.
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INTRODUCCION

La contaminacion con metales pesados y de la descarga de aguas residuales
industriales y residenciales, en los ecosistemas naturales, se ha convertido en un
problema serio a nivel mundial, generando un fuerte impacto en el componente
bidtico [29]. Como resultado, se presentan serios desérdenes en la salud humana,
lo cual es producto del proceso de biomagnificacion y de sus efectos toxicos a
través de la cadena tréfica [5, 30].

El drenaje de la industria minera es una de las principales fuentes de vertimiento
de metales pesados al ambiente [2, 94]. En la actualidad, la industria asociada al
carbon libera al ambiente metales pesados emitidos a partir de las cenizas
volantes y a partir de los efluentes de las centrales termoeléctricas [32, 90].
Dichas actividades contaminan principalmente las rios, y les hace perder su
potencial valor y uso como beneficio [23, 59]. El incremento en el requerimiento
de energia a nivel mundial, ha posicionado al carbon, como una de las principales
fuentes energéticas. Las plantas térmicas que operan con carbon pueden ser una
fuente de contaminacién, debido a la ceniza derivada de la quema de carbdn, las
cuales contienen por lo general metales pesados como el: arsénico (As), plomo
(Pb), mercurio (Hg), cadmio (Cd), cromo (Cr) y selenio (Se), asi como el aluminio
(AD), antimonio (Sb), bario (Ba), berilio (Be), boro (B), cloro (Cl), cobalto (Co),
manganeso (Mn), molibdeno (Mo), niquel (Ni), talio (Tl), vanadio (V) y zinc (Zn)
[32]. Metales que pueden contaminar las fuentes hidricas, presentando un
posible riesgo para el medio ambiente [60]. Ademas, los sedimentos y demas
particulas insolubles en suspension, pueden también reducir la actividad
fotosintética en el agua y alterar el equilibrio bidtico [81]. Condicién que impacta
negativamente los ecosistemas al introducir toxicos quimicos al medio ambiente

[116]; es asi, que el efecto sobre el pH del agua depende de la composicion de las
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cenizas, las que presentan un alto contenido de azufre producen lixiviados acidos

y las de bajo contenido, lixiviados alcalinos [41].

El manganeso es el segundo metal pesado, mas abundante de la litésfera, y esta
presente en ecosistemas terrestres, entre 0,002% y 10% (w/w), en aguas marinas
esta presente en una concentracion de 0,2 pg/l, y con un promedio de 8 g/l es
hallado en agua dulce [31]. Al igual que muchos otros metales, se puede
encontrar en grandes concentraciones de manganeso soluble en las aguas de
drenaje — efluentes de minas de metal y carbén [122]. El manganeso (Mn?*), es
un micronutriente esencial para el crecimiento y desarrollo de las plantas, el cual
interviene en diversos procesos metabdlicos, siendo el principal la fotosintesis y en
el metabolismo enzimatico [80]. El Mn* hace parte de la estructura de las
proteinas fotosintéticas y de enzimas, actuando también como cofactor. Su déficit
es nocivo al afectar los cloroplastos y su capacidad fotoquimica en la fotdlisis del
agua realizada en el fotosistema Il (PSIl), mecanismo que proporciona los
electrones necesarios para la fotosintesis [19]. Por lo tanto, dependiendo de su
concentracion, puede ser favorable para el crecimiento de la planta, o causar
cambios fisiolégicos y bioquimicos bajo concentraciones toxicas en ecosistemas
acuaticos. Asi, el Mn tiene dos papeles en los procesos metabdlicos en platas:
como micronutriente esencial y como un elemento toxico cuando esta en exceso
[66]. El exceso de Mn**, puede causar inhibicién de la fotosintesis debido a la
reduccion en el contenido de pigmentos fotosintéticos (clorofila a, b, vy
carotenoides), patron evaluado en Pisum sativum, Hordeum vulgare [27, 101]. Se
ha evaluado una reduccion significativa en el contenido de clorofilas totales en las
macrofitas, Azolla caroliniana, Salvinia polyrhina y Spirodela polyrhiza, y una
reduccion de los carotenoides en A. caroliniana y S. polyrhiza [73]. Por lo tanto, la
alteracion del contenido de los pigmentos en las plantas expuestas a metales
pesados es uno de los primeros sintomas visibles. Dichos cambios se pueden
usar como un indicador del dafio fotosintético en el tejido vegetal, una manera de

evaluar toxicidad [28]. Por lo tanto, el manganeso (Mn) es un elemento traza
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esencial en los procesos fisioldgicos, tanto para las plantas, como animales. Sin
embargo, altas concentraciones de este metal en el medio ambiente acuético (>
5200 mg / 1) pueden ser toxicos [30]. El efecto del manganeso en la salud
humana, al ser consumo a partir de alimentos contaminados, a través de su
inhalacion o por contacto, puede causar dafios en el sistema nervioso central,

siendo 0,26 ppm, el nivel permisible [61].

Asociado a procesos naturales y al vertimiento de aguas residuales domeésticas e
industriales, encontramos a los solidos suspendidos totales (SST), definidos como
la masa (mg) o concentracién (mg I™) de materia organica e inorganica, evaluada
en un columna de agua, rio o lago [121]. Dichos SST, se incrementan en las
fuentes hidricas a partir del vertimiento de aguas residuales urbanas e industriales,
lo cual conlleva a problemas ambientales. Dentro de las alteraciones fisicas que
pueden ocasionar los SST, se referencian, la reduccién de la penetracion de la luz
a la pelicula de agua, al incrementar la turbidez, los cambios de la temperatura del
agua, asi, como el relleno de canales y embalse en los cuales se depositan dichos
sélidos [9]. El incremento de la turbidez asociada al incremento en los SST,
reduce el oxigeno disuelto en el agua [104]; la reduccion en la penetracion de la
luz solar, reduce la actividad fotosintética [97], lo cual limita la productividad
primaria [86]. Haciendo parte de dichos SST, se incluyen contaminantes, tales

como metales pesados y pesticidas [68], y nutrientes como el fosforo [47].

La biorremediacion, puede definirse como un sistema biolégico mediante el cual
se degradan, transforman, eliminan o disminuyen los toxicos, contaminantes
organicos e inorganicos, permitiendo descontaminar suelos y aguas
contaminadas, a través de la actividad biologica natural de organismos vivos
(plantas, altas, hongos, bacterias, entre otros) [26]. Técnica alternativa a las
tecnologias tradicionales, que permite recuperar areas contaminadas y tratar
residuos industriales y domiciliarios, mediante el empleo de plantas vy

microorganismos, de manera eficiente y economica [75]. La biosorcion,
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mecanismo definido como la acumulacion y la concentracion de contaminantes,
mediante el uso de materiales biolégicos, como algas, bacterias, plantas entre
otros, lo cual permite la recuperacién y eliminacion eficiente de contaminantes
[51]. Mecanismo mediante el cual, mediante la adsorcion de los grupos ionicos
negativos que existen en la superficie celular de diversos organismos como algas
y bacterias, y a los polisacéaridos existentes en la cubierta exterior de la mayoria de

las bacterias y algas [74].

Las microalgas, y las macrdfitas, pueden secuestrar metales pesados mediante
mecanismos de absorcién y adsorcion. Dichos mecanismos de union de los iones
metalicos por la biomasa de las algas, depende del tipo de ion, de sus cargas
eléctricas, de la composicion quimica del ion en la solucion, y del tipo de
organismo empleado [51]. La biosorcién de iones metalicos, se ve afectada por
varios factores, incluyendo las propiedades de la superficie especifica del
microorganismo, la concentraciéon de biomasa, asi como los parametros fisico-
quimicos de la solucién, tales como el pH y la concentracion inicial de iones
metalicos [2]; el estado fisioldgico del organismo, la edad celular, la disponibilidad

de micronutrientes durante su desarrollo, asi, como por la presencia de otros iones

2.

Las microalgas, entre ellas, miembros del género Chlorella, se han utilizado con
éxito en el tratamiento de diferentes tipos de aguas residuales, ayudado a eliminar
contaminantes, algunos de ellos productos quimicos carcin6genos [50, 88].
Diversas especies del género Chlorella (Chlorellaceae), se han referenciado por
su gran capacidad para remover diversos compuestos como fésforo, nitrégeno y
diversos metales pesados, asi, como residuos toxicos de las aguas residuales
[12]. Resientes trabajos han demostrado una importante eficiencia en la remocion
de multiples metales pesados, entre ellos Mn [120]. De igual manera, las
macrofitas, entre ellas miembros de la familia Lemnaceae, han sido ampliamente

estudiados por su potencial en la aplicacion en la fitorremediacion [83]. Lemna
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minor (Lemnaceae), planta monocotiledonea, acuatica flotante, conocida
comunmente como lenteja de agua o duckweed [70, 102]; ampliamente empleada
en procesos de biorremocion, debido a su amplia distribucién, alta tolerancia, y a
gue tiene una alta capacidad para remover y acumular diversos metales pesados
[6, 82]. L. minor y otras macréfitas como L. gibba, emplean como principal
mecanismo de remocion, la rizofiltracion, mecanismo a través del cual, la planta en
suspension, emplea su raiz para remover sustancias téxicas y el exceso de
nutriente, mediante la absorcién y adsorcion de los mismos [52]. L. minor y
Chlorella sp, fueron seleccionadas para utilizarse en nuestra investigacion, debido
a su facil acceso, a las caracteristicas resefiadas, y debido a su elevada
tolerancia, y a su probada capacidad para remover nutrientes, entre ellos sélidos y

metales pesados del agua.
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1. OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO PRINCIPAL

Disefiar y evaluar un sistema de biorremocién de manganeso (Mn?*) y de los
sélidos suspendidos totales (SST), mediante el uso de la macrofita Lemna minor
(L. minor) y de la microalga Chlorella sp en una muestra de un efluente de una

central termoeléctrica.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Evaluar a escala de laboratorio la capacidad de biorremediaciéon de Mn?* y SST,
de la biomasa de L. minor y Chlorella sp.

e Evaluar la velocidad de consumo del remocion del Mn* a partir del efluente
seleccionado, en L. minor y Chlorella sp.

e Evaluar la capacidad de biorremocién de SST, biomasa de L. minor y Chlorella sp.

e Elaborar unas recomendaciones para la implementacion de la tecnologia

desarrollada.
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2. MATERIALES Y METODOS

El experimento fue desarrollado durante los meses de noviembre y diciembre de
2012; en instalaciones del laboratorio del invernadero de la escuela de biologia, de
la Universidad Industrial de Santander “UIS”. Se realizaron evaluaciones de
muestras en el “laboratorio de biomasa”, de la escuela de ingenieria quimica; en el
“laboratorio quimico de consultas industriales (LQCI)” de la escuela de quimica, y
la cuantificacion del manganeso en el tiempo, fue realizada en laboratorio del
“Grupo de investigacion en mineria, Biohidrometalurgica y ambiente (GIMBA), de
la UIS.

2.1 FUENTE DE LAS AGUAS RESIDUALES

El agua residual industrial empleada en este estudio provino del canal de descarga
del efluente de la central termoeléctrica “Martin del Corral” (Termozipa), localizada
en el municipio de Tocancipa (73°, 57' longitud oeste y 4°, 58' latitud norte), en el
departamento de Cundinamarca, Colombia; planta certificada en 1SO14000. El
efluente bajo estudio, contiene material residual propio del proceso de combustion
del carbon (principal combustible de la central térmica), asi, como del drenaje de
los patios y cenizas y carbon, talleres y demds, descargados al rio Bogota,
después de ser tratados en sedimentadores y trampas de grasas. Previo al

establecimiento de los experimentos, el agua residual fue caracterizada (Tabla 1).
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Tabla 1. Caracterizacién del agua residual a tratar. El Mn*", y los SST,

fueron evaluados durante 32 dias. 16 dias con L. minor; y 16 dias con Chlorella

sp.

Parametro Valoracion Método

DBOs (mg O4/L) 21,667 Respirométrico — SM 5210 D
Nitritos (mg NO, /L) 0,130 Espectrofotométrico — SM 4500 -B
Nitratos (mg NO3'/L) 0,163 Espectrofotométrico — SM 4500 -B
Fosforo Total (mg P/L) 0,523 Espectrofotométrico — SM 4500 -P
Sdlidos Totales (mg/L) 352,000 Gravimétrico — 2540 B

Sdlidos Suspendidos Totales (mg/L) 140,000 Gravimétrico — 2540 D

Hierro Total (mg Fe/L) 0,134 Espectrofotométrico — SM 3500 - Fe
Manganeso (mg Mn/L) 1,1367 Absorcion atbmica — SM 3111 B
Nitrégeno Total (mg N/L) 0,370 Titrimétrico — Kjeldhal — SM 4500 Nt

2.2 ORGANISMOS Y MEDIO DE CULTIVO

Frondas de la macrdfita, Lemna minor, se aislaron a partir de estanques naturales
y no contaminados cercanos a la ciudad de Santafé de Bogota, Colombia. En el
experimento preliminar con dicha macrdfita, se inoculé una densidad de 12,5 gr de
Lemna minor, en cada reactor (138,8 gr/m?). La microalga, Chlorella sp, fue
aislada a partir del efluente secundario del agua residual de la central
termoeléctrica “Martin del Corral — Termozipa”. Se inoculé una densidad de
1,5x10° cel/ml de Chlorella sp, en cada reactor. Debido a que los dos
organismos se inocularian consecutivamente en el mismo medio (agua residual),

se empled el mismo medio nutritivo “Bold Basal” [91].

2.3 FOTORREACTORES
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Para el cultivo de L. minor y Chlorella sp, se emplearon reactores rectangulares,
tipo batch, fabricados en acrilico (60 cm largo x 15 cm ancho x 40 cm alto), con un
grosor de lamina de 3 mm, con una capacidad de 36 |. Los reactores presentaron
un area de superficie de 900 cm? (0,09 m?). Se utilizaron reactores por duplicado
para cada tratamiento (dos) y control. Para el experimento inicial con L. minor, los
reactores fueron aforados a un volumen de trabajo de 20,7 I; esto obtenido a partir
de una columna de agua de 23 cm. En el experimento posterior con Chlorella sp,
lo reactores presentaron un volumen de trabajo de 16,2 L, volumen inferior al agua
de entrada a Lemna sp, debido a los volimenes de muestra retirados de los
reactores para evaluar diferentes pardmetros. Se selecciond este tipo de

reactores, ya que permiten aprovechar eficientemente la luz.

2.4 SISTEMA DE ILUMINACION

Se estableci6 un sistema de iluminacién artificial provista por lamparas
fluorescentes Sylvania de luz blanca dia (16 x 17 W Daylight Deluxe, 6.500 K), con
una longitud de 60 cm y un diametro de 2,6 cm, dispuestas por pares en paralelo a
los reactores. Adicionalmente se realizé el montaje de un par de lampara
fluorescentes Sylvania de luz blanca dia (2 x 59 W Daylight Deluxe, 6.500 K, con
una longitud de 60 cm y un diametro de 2,6 cm, dispuestas en el techo del
laboratorio. Se establecid un control de la iluminacion mediante el uso de
temporizadores digitales programables ELECTRIC LINE, asegurando un

fotoperiodo 12:12 (horas luz — oscuridad).

2.5 SISTEMA DE AIREACION
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Se ensambl6 a la base de cada reactor una manguera polidifusora (Aero-tube™),

a la cual se acoplé mediante mangueras de silicona una bomba de aire LP 100
RESUN (8.400 Lt/h); mecanismo a partir del cual se busca mejorar la oxigenacion
del agua, asi, como la distribucion de los nutrientes y evitara la sedimentacion de
las células. El sistema fue utilizado durante el proyecto con Chlorella sp, bajo un
flujo de aire de 1 I min™. Durante el proyecto con L. minor, se permitié la liberacién
de 1 burbuja por segundo a lo largo de la base de los reactores. Dicho flujo fue

insignificante y no pudo ser estimado.

2.6. SISTEMA DE MONITOREO DE TEMPERATURA Y HUMEDAD RELATIVA

Los experimentos se realizaran en laboratorio bajo condiciones controladas de
temperatura y de iluminacion. La temperatura ambiental y la humedad relativa del
laboratorio, fue monitoreada cada 24 horas, mediante el uso de un termohigémetro
digital (Cornwall, SH 101). La temperatura del agua (°C) se monitore6 mediante

un analizador multiparametro PCE — PHD 1.

2.7 PARAMETROS DE CRECIMIENTO

2.7.1 Determinacion del contenido de pigmentos fotosintéticos. L. minor. El
contendido de clorofila a, b, total y carotenos totales, se evalu6 a partir de 40 mg
de biomasa fresca de L. minor. Los pigmentos fueron extraidos del tejido vegetal
con etanol (96%) y centrifugados a 10.000 rpm durante 10 minutos. El contenido
de pigmentos fotosintéticos se calculé mediante espectrofotémetro de luz visible
(Spectroquant® Pharo 300, Merck), midiendo las absorbancias del extracto
obtenido a 470,0 nm, 648,6 nm y 664,2 nm, de acuerdo con Lichtenthaler [72].
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Chlorella sp - El contenido de pigmentos fotosintéticos (clorofilas a, b, totales y
carotenos totales) en Chlorella sp, se evalud a partir de la toma de muestras de
10 ml en tubos de ensayo, por triplicado, por reactor; muestras homogenizadas
con (96%). Los pigmentos fotosintéticos se evaluaron mediante espectrofotometro
de luz visible (Spectroquant® Pharo 300, Merck), midiendo las absorbancias del
extracto obtenido a 470,0 nm, 648,6 nm y 664,2 nm, de acuerdo con Lichtenthaler
[72].

2.7.2 Medida de crecimiento de los organismos. L. minor. Se evalu6 el
crecimiento de L. minor, cada cuatro dias (durante 12 dias), mediante la
evaluacion del peso fresco, obtenido a partir de 30 frondas, muestreadas por
triplicado, por reactor, y secadas entre capas de papel absorbente durante 10
minutos; posteriormente, dichas muestras se pesaron en balanza analitica (Serie
320XB, Precisa Gravimetrics AG). Se registro el peso seco, al secar las plantas
(30 frondas) a una temperatura de 105°C en estufa de ventilacion forzada, durante
24 horas, tiempo en el cual se logré un peso constante. La tasa de crecimiento
relativa (RGR), definida como el incremento de biomasa por unidad de biomas y
tiempo, fue evaluada a partir del peso fresco, con base en la formula: RGR = In P,
—In Py /T, - T1. donde RGR es la tasa de crecimiento relativa (g™ dia™), P; y P
son el peso fresco inicial y peso fresco final, respectivamente, y (T, — T1) son el

periodo experimental [53, 54].

Se evalud el area foliar (cm?) cada cuatro dias (durante 16 dias), a partir del
muestreo de 25 frondas, por reactor, a las cuales se les registraron imagenes
mediante escaner (Canon, PIXMA MP190); imagenes que fueron procesadas por
el programa ImageJ 1.45 (Image Processing and Analysis in Java) [98].

Chlorella sp — Se evaluo el crecimiento de Chlorella sp, cada 24 horas durante 16

dias, mediante conteos del numero de células, empleando un microscopio NIKON
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(Eclipse E200) y un Hematocitometro Neubauer (BOECO, Germany). La densidad
celular (nimero de células por mililitro) se realizé segun la descripcion de Castillo
[22]. La tasa de crecimiento (W), comunmente designado RGR, se calculé con
base en los conteos celulares a partir de la adaptacion de la formula propuesta por
Guillard [42] y Brock [16]: (1) = (In N7 - In Np) / t; — to; donde N; es el numero de
células al tiempo final y No es el numero de células en el tiempo inicial, t; es el
tiempo final y tp el tiempo inicial. Adicionalmente, para evaluar el aumento de
biomasa de Chlorella sp, se midi6 el peso seco de un volumen conocido (3 ml) de
microalgas (peso especifico), por triplicado, por reactor, cada 24 horas, segun la
técnica descrita por Sorokin [110].

2.8 DETERMINACION DE PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS

Se realiz6 un monitoreo diario, por triplicado, por reactor, de las variables oxigeno
disuelto (OD (mg/L)), conductividad (CD (mS)), pH, salinidad (%) y temperatura del
agua (T °C), a partir del uso de un analizador multiparametro PCE — PHD 1. El pH

no se ajustd en los experimentos.

Se determinaron los soélidos suspendidos totales (SST) de acuerdo con el
“Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater” (SM) [4]. Dicho
monitoreo se realizé cada cuatro dias y por triplicado, por reactor. El crecimiento
de las microalgas puede incrementar el valor de los SST, es asi, que basados en
el propésito de evaluar los SST, representados como contaminantes, y no asi, el
componente alga, proponemos y realizaremos la evaluacion de los SST, en el
experimento con Chlorella sp, asi, como de los sélidos suspendidos volatiles
(SSV). Los SSV, representan la fraccion organica de los sélidos SST y su
evaluacion se puede correlacionar con la fraccion que representan las microalgas

en el medio [118]. De tal manera, que el calculo de los SSV, nos permite deducir
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el aporte que el crecimiento de Chlorella sp representa, y asi, poder obtener un
valor confiable, de la reduccion del componente solido que podemos considerar
contaminante. Los célculos se realizaron a partir de las siguientes férmulas, SST
mg/L = (A-B) x 1000 / volumen de muestra (mL); donde, SST: son los solidos
suspendidos totales, mg/L; A: es el peso del filtro méas el residuo seco a 103°C —
105°C, mg; B: es el peso del filtro seco, mg; (2540 D); y SSV mg/L = (A-C) x 1000
/ volumen de muestra (mL); donde, SSV: son los sélidos suspendidos volatiles,
mg/L; A: es el peso del filtro méas el residuo seco a 103°C — 105°C, mg; C: es el
peso del filtro mas el residuo calcinado a 550°C, mg; (SM-2540 D) (Tabla 2).

Tabla 2. Descripciéon de los parametros evaluados durante los experimentos
del proyecto.

Organismo Parametro evaluado Frecuencia Repeticion

Lemna minor Peso fresco (PF, (9)) y Peso seco (PS, (9)) Cada 4 dias Triplicado
Clorofila a, b, clorofilas totales, carotenos, (mg g™) Cada 4 dias Triplicado
Area foliar (AF), (cm?) Cada4dias 25 frondas
Manganeso adsorbido, absorbido y biorremovido Cada 4 dias Duplicado
Sélidos suspendidos totales (SST, (mg I™)) Cada 4 dias Triplicado
pH, temperatura del agua (T° (°C)), conductividad (CD Diario Triplicado
(mS)), oxigeno disuelto (OD (mg/l)), salinidad (SAL (%))

Chlorella sp Peso seco (PS, (g)) Diario Triplicado
Clorofila a, b, clorofilas totales, carotenos, (pg/ml) Diario Triplicado
Densidad celular (cel/ml) Diario Triplicado
Manganeso adsorbido, absorbido, biorremovido Cada 4 dias Duplicado

SST (mg I'"), sélidos suspendidos volatiles (SSV (mg 1™)).  Cada 4 dias Triplicado

pH, temperatura del agua (T° (°C)), conductividad (CD Diario Triplicado
(mS)), oxigeno disuelto (OD (mg/l)), salinidad (SAL (%))

2.9 DETERMINACION DEL CONTENIDO DEL METAL BIORREMOVIDO,
BIOABSORBIDO Y BIOADSORBIDO
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Se evalud el contenido del Mn?* (mg/l), mediante método espectrofotomético (SM-
3111 B), mediante el uso de un espectrofotdmetro de absorcion atébmica (EAA) de
aspiracion directa, utilizando flama de aire-acetileno buck scientific modo 210 vgp;
a partir de Standard Methods [4]. Se realizé la evaluacién de la remocién del Mn?*

a partir del procedimiento modificado a partir del trabajo de Olguin et al. [95].

Lemna minor - Se evalué la cantidad de “Mn biorremovido” directamente del agua,
a partir de la toma de muestras de 50 ml. Las muestras fueron predigeridas con
10 ml de HNOg3; (grado reactivo) durante 24 horas; posteriormente, se realizé la
digestion a 150°C durante 60 minutos. Las muestras se filtraron y aforaron a 20
ml, para proceder a su lectura en EAA. Se cuantificd el “Mn bioadsorbido”, a partir
de muestra de 1 g de peso fresco de biomasa de L. minor, la cual pasé a matraz
Erlenmeyer de 250 ml (contenido de 50 ml de solucién EDTA 0,02 M); se agitaron
las muestras en agitador orbital (200 rpm) durante una hora, estimulando la
desorcion del metal; posteriormente se retird la biomas y se pasé a otro matraz
Erlenmeyer de 500 ml (250 ml de agua desionizada), se agito nuevamente (200
rpm, 10 minutos), para eliminar los remanentes de la solucion EDTA. El
sobrenadante (solucion de EDTA y agua desionizada), pasan a digestion con 10
ml de HNO3 (grado reactivo) durante 24 horas, para posteriormente ser analizados
por EAA. La biomasa lavada, obtenida luego del proceso de agitacion descrito en
el paso anterior, se dejo escurrir durante 15 minutos sobre papel filtro doblado por
la mitad; se procedi6 a registrar su peso fresco (pf); posterior a ello las muestras
pasaron al proceso de secado en horno a 85°C, durante 24 horas. La biomasa fue
predigerida en tubos de digestor con 10 ml de HNO3 concentrado (grado reactivo),
durante 24 horas. Posteriormente, las muestras se digirieron a 150°C durante una
hora. Se dejo enfriar, se agregd HNOj3 hasta que la muestras se aclard, para
posteriormente proceder a su lectura por EAA, cuantificando el “Mn bioabsorbido”
(Tabla 2).
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Chlorella sp - Se tomaron muestras de 50 ml procedentes de cada reactor, de
cada tratamiento, y del control. Dichas muestras se centrifugaron a 4.000 rpm,
durante 15 minutos a 4°C, separando la biomasa de la solucion. El sobrenadante,
se colectdé para evaluar posteriormente la cantidad del “Mn biorremovido” del
medio. El sedimento, se trasladé a matraz Erlenmeyer de (100 ml), con contenido
de 25 ml de solucién de EDTA (0,02 M). Se procedio a agitar los Erlenmeyers en
agitador orbital a 200 rpm, generando la desorcién del metal de la pared celular.
Se centrifugd nuevamente las muestras en tubos de ensayo a 4.000 rpm, durante
15 minutos. El liquido sobrenadante es puesto a reaccionar con 5 ml de HNO;
concentrado (grado analitico), durante 24 horas, y posteriormente dichas muestras
son leidas en EAA evaluando la cantidad de “Mn bioadosorbido”. El sedimento
obtenido a partir de la centrifugacion, es secado en horno a 105°C durante 12
horas; posteriormente se evalu6 el peso de la muestra, y se procedié a pasar las
muestras a la etapa de predigestibn durante 24 horas con 1 ml de HNOj;
concentrado (grado reactivo) a temperatura ambiente. Posteriormente, se realizo
la etapa de digestion al acelerar la reaccion al someter las muestras a 150°C
durante 60 minutos. En la siguiente etapa se agregd HNO3 hasta que la muestra
se aclard y se procedi6é a diluir las muestras hasta alcanzar el volumen adecuado.
Finalmente, las muestras son leidas mediante EAA, determinando la

concentracion del “Mn bioabsorbido” (Tabla 2).
El monitoreo del Mn biorremovido, bioabsorbidos y bioadsorbido, se realizé cada
cuatro dias y por duplicado, por reactor. El porcentaje de Biorremocion

(%Biorremocién), bioabsorciéon (% Bioabsorcion) y bioadsorcion (% Bioadsorcion),

se estimaron de acuerdo a Nacorda [89]:

2.10 PORCENTAJE DE BIORREMOCION EN EL AGUA
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Co— Gy

0

% Biorremocién = x 100

Donde, Co: es el control o concentracion inicial del metal en el medio (mg/l); y Cs:

es la concentracion final del metal en el medio (mg/l).

2.11 PORCENTAJE DE BIOABSORCION

Concentracion del metal intracelular

% Bioabsorcion = c x 100
0

Donde, tenemos la concentracion del metal intracelular (absorbido por la biomasa)
(mg/l); CO; es el control, concentracion inicial del metal en el medio (mg/l).

2.12 PORCENTAJE DE BIOADSORCION

. » Concentraciéon del metal en el lavado EDTA
% Bioadsorcion = C x 100
0

Donde, tenemos la concentracién del metal presente en el liquido sobrenadante
producto de la desorcion con EDTA a partir de la pared celular de las células (“Mn
adsorbido por la biomasa) (mg/l); y Co; es el control, la concentracién inicial del

metal en el medio (mg/l).

El factor de acumulacion intracelular (FAI) y de adsorcion (FAD), se calcularon a

partir de las formulas propuestas por Sanchez-Galvan [105]:
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Concentracion del metal acumulado intracelularmente (mg / k g)

FAI = mg
Concentracion inicial del metal en la solucion (7 / 1)

Concentracion del metal adsorbido en la superficie celular (mg/kg)

FAD = mg
Concentracion inicial del metal en la solucion (7 / 1)

El factor de bioconcentracion (FBC), fue calculado para cuantificar el potencial de
remocién de Mn por parte de L. minor y Chlorella sp. Fue calculado a partir de la

férmula propuesta por Zayed [124]:

Concentracion del metal en el tejido de la biomasa cosechada (mg / k )
FBC = g

Concentracién inicial del metal en la solucion (mg/l )

2.13 LA CINETICA DE ELIMINACION DE MN* EN LA COLUMNA DE AGUA

Fue estimada a partir del trabajo de Sanchez-Galvan [106], de tal manera que se
describié la variaciéon del Mn®* en la columna de agua en funcién del tiempo; a

partir de la utilizacion de dos modelos cinéticos:
- Modelo de una cinética de primer orden descrito a partir de la expresion:
—dC

—— =K,C
dt 1

Ecuacién que se resuelve como:
lnC = _kt +11’1C0
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Donde:

Co y C = representan la concentracién de Mn®* en la columna de agua, en el
tiempo cero y tiempo t, respectivamente (mg )

k = Es la constante de velocidad (1/dias)

t = tiempo (dias)

- Modelo de una cinética de segundo orden, descrito a partir de la ecuacion:

= _ 2
I k,C

Ecuacién que se resuelve como:

1 1

_ k
- ==+ /zt
c C/O

Donde:

Co y C = representan la concentracién del Mn2+ en la columna de agua al tiempo
cero y tiempo t. respectivamente (mg I™*.)

K2 = es la constante de velocidad (L/mg h)

t = tiempo (h)
2.14 CINETICA DE ADSORCION

Para evaluar el perfil de adsorciéon de Mn?* en la biomasa de L. minor y Chlorella
sp, se utilizaron dos modelos de velocidad; la cinética de pseudo-primer orden y la
cinética de pseudo-segundo orden. A la cinética de pseudo-primer orden se le

conoce como el modelo de Lagergren y se expresa como [71]:
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dq
i k1 (qe — q¢)

La cual se resuelve como:

In(ge —qr) =1Inge — kgt
Donde:
g: Y ge = son la capacidad de adsorcion (mg/g) al tiempo t (dias) y en el equilibrio,
respectivamente.
K: = es la constante de velocidad de la adsorcién de primer orden (1/dias).

Cinética de pseudo-segundo orden [49]:

dq

o = ke (e~ a0’
La cual se resuelve como:
t 1
5 B k,qe? " E
Adicionalmente: k,q,> = h

Donde:
t = es el tiempo de contacto (h)
gty ge = son la capacidad de adsorcién (mg/g) al tiempo ty en el equilibrio,

respectivamente.

ko = es la constante de velocidad de la adsorcion de pseudo-segundo orden (g/mg
h).
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h = es la velocidad inicial de adsorcion (mg/g h).

2.15 CINETICA DE ACUMULACION INTRACELULAR

Se evalud la acumulacion intracelular en L. minor y Chlorella sp, a partir del

modelo de Michaelis—Menten [1].

_ Vinax [Mn]
kg, + [Mn]

Donde:

V = velocidad de la acumulacién intracelular del Mn®* al tiempo t (mg/g biomasa h).
Vmax = velocidad méxima de la acumulacién intracelular del Mn?* (mg/g biomasa
h).

Km = concentracién de Mn?* a la cual se obtiene la mitad de la velocidad maxima
de acumulacion intracelular (mg/l).

[Mn] = concentracién del Mn?* en la solucién (mg/l).

2.16 TRATAMIENTOS Y DISENO EXPERIMENTAL

El proyecto se realizO a partir de método Batch, de dos experimentos
consecutivos, a través del cual se evalud la capacidad de remocién de Mn*" y
SST. El agua residual de la central térmica fue tratado inicialmente en reactores
(dos reactores por tratamiento) con la macréfita Lemna minor (durante 16 dias), y
posteriormente el efluente de dichos reactores, pasé a un segundo grupo de

reactores (dos reactores por tratamiento) que fueron inoculados con la microalga
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Chlorella sp (durante 16 dias) (Figura 1). Se establecieron dos tratamientos; el
tratamientos uno (T1) con agua residual; y el tratamiento dos (T2), agua residual
esterilizada en autoclave (20 minutos a una temperatura de 121°C). La
comparacion frente a los dos tratamiento, permitié evaluar la capacidad de L.
minor y Chlorella sp, de biorremediar con competencia y sin competencia. Control
1 (Agua residual sin esterilizar y sin inéculo); el cual permitié evaluar la depuracion
natural del medio sin incluir organismos. Control 2 (agua limpia, enriquecida con
nutrientes); empleado como punto de referencia, para los parametros de

crecimiento evaluados (Tabla 2, Figura 1).

2.17 ANALISIS ESTADISTICO

Se realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA) de dos vias, para cada experimento,
evaluando diferencias entre las muestras y variables evaluadas. Para las
variables con diferencias significativas entre tratamientos o con el tiempo (P <
0,05), se realizaron pruebas post hoc de Tukey, prueba que permitié realizar
comparaciones entre las medias de los dos tratamientos (a < 0.05). Se utiliz6 el

software SPSS (version 13,0 para Windows).

Para lograr que todos los parametros cumplieran con las suposiciones de
normalidad y homogeneidad de varianza (previo al ANOVA), en el experimento
con L. minor, se transformaron los parametros area foliar (raiz x), Mn?* absorbido
(In), %biorremocion (In), factor de adsorcién (FAD) (In), los sélidos suspendidos
totales (SST) (In), clorofila a (Box-Cox), clorofila b (Box-Cox), clorofilas totales (log
(x+1)), peso seco (In); y para el experimento con Chlorella sp se transformaron los
pardmetros, densidad celular (In), %bioabsorcion (Box-Cox), %bioadsorcién (In),
factor de acumulacién intracelular (FAI) (In), FAD (In), factor de bioconcentracion
(FBC) (In), SST (In), clorofila a (Box-Cox), clorofila b (Box-Cox), clorofilas totales
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(Box-Cox), y carotenos (Box-Cox) [123]. Se realizaron correlaciones lineales,
mediante prueba de correlaciones bivariada de Pearson, empleando el software

SPSS (version 13,0 para Windows).

Figura 1. Representacion del esquema de biorremediacion desarrollado en la
investigacion, empleando la macroéfita, L. minor y la microalga, Chlorella sp.
Tratamiento 1 (T1): Agua residual con indculos. Tratamiento 2 (T2): Agua residual
esterilizada, con in6culos. Control 1: Agua residual sin indculos. Control 2: Agua

limpia con in6culos.

T1
> Reactores batch:

Lemna minor

b—3| Reactores batch:
Chlorellasp

——= Efluente

Tratamiento primario
= > Reactores batch:
eactores batch:

Lemna minor

— Reactores batch: b——3 FEfluente
Chlorella sp

Trampa de
grasas

Sedimentador
Afluente

Reactores batch:
Control 1 (sin
in6culo)

3 Efluente

Afluente: Ala  m—p

limpia

Reactores batch:

Control 2: Agua

limpia + Lemna
minor

Reactores batch:
Control 2 : Agua
limpia +
Chloreilasp

b——3 Efluente

Con el propésito de establecer la capacidad de L. minor y Chlorella sp, en su
capacidad para remover Mn?*, se realizé una evaluacion periédica de la remocién
en el tiempo del Mn?* por parte de los organismos, evaluando las eficiencias de
absorcion, adsorcion y biorremocion, asi como de los factores de absorcion (FAI),
adsorcion (FAD) y de bioconcentracion (FBC). En el trabajo se discutira la

capacidad de remocién del Mn?* fundamentalmente en términos de eficiencias o
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porcentajes de bioabsorcion, bioadsorcion y biorremocién, asi, como de FAI, FAD
y FBC.
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3. RESULTADOS

3.1 EFICIENCIAS DE BIORREMOCION (BIOABSORCION, BIOADSORCION Y
BIORREMOCION) DEL METAL PESADO

L. minor, present6 una alta y significativa capacidad de biorremover el Mn?*, a
parir de mecanismos, como la bioabsorcién y la bioadsorcién. La mayor eficiencia
de bioabsorcién se evalué en el T1, con un significativo y mayor porcentaje de
remocioén el dia 16 (Tabla 3; Figura 2a). Por lo contrario, dicha macrofita, presento
una mayor eficiencia de bioadsorcidén en el T2, exhibiendo su maxima eficiencia
los dias 12 y 16. En general, el principal mecanismo evaluado, como generador
de la significativa capacidad de L. minor para remover el Mn?*, fue su gran
eficiencia de bioadsorcion. L. minor, presenté una mayor eficiencia de
biorremocién, en los tratamientos, frente a la muy limitada depuracion del control,
la mayor eficiencia de biorremocién se evalué en el T1, con un 66,47% (dia 16),
frente a un 46,90% (dia 16) en el T2, y un 4,42% en el control (Tabla 4; Figura 2a,
b; 3a).

Chlorella sp, exhibié una significativa capacidad de remover Mn®*, mediante los
mismos mecanismos evaluados como significativos en L. minor. Se evalud la
mayor biorremocién del Mn** en el T2, con las mayores eficiencias de
biorremocién, entre los dias 12 y 16 (Figura 3b; 4b). En el T1 se evalu6 la mayor
capacidad y eficiencia de bioabsorcién y bioadsorcion de Mn?*, siendo mayor el
porcentaje de remocién del Mn?*, mediante bioabsorcién; a pesar de dichas
eficiencia (Figura 3b; 4b). Chlorella sp, presento una capacidad de biorremocién
del Mn2+, del 7,73% en el T1, 30,48% en el T2, y frente a una depuracion natural
en el control del 38,42%; valores porcentuales calculados a partir de la c;, del

patrén, evaluado previo a los experimentos (Tabla 4). L. minor y Chlorella sp,
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lograron una biorremocién conjunta de un 74,20% en el T1 y un 77,38% en el T2

(Tabla 4).

Tabla 3.

ANOVA de dos vias, para la evaluaciéon de la capacidad de

biorremocién de Mn?* y SST, por L. minor y Chlorella sp. * P < 0,050,** P <
0,01, *** P < 0,001. NS: No significativo.

ANOVA
Lemna minor Chlorella sp
Parametro Fuente de df F P Parametro Fuente de df F P
Variacion Variacion

MnBioabsorbido  Tratamientos 1 18,516 *** I MnBioabsorbido Tratamientos 1 10,556 *x
Tiempo 3 50,340 rokk Tiempo 3 30,936  ***
(dias) (dias)
TXT 3 13,391 xxk TXT 3 4,748 *x
Error 24 Error 24

MnBioadsorbido  Tratamientos 1 10,565 *x MnBioadsorbido  Tratamientos 1 177,952  ***
Tiempo 3 18,3913 rokk Tiempo 3 7,453 rkk
(dias) (dias)
TXT 3 2,526 NS TXT 3 3,651 *
Error 24 Error 24

MnBiorremovido  Tratamientos 2 253,85 *** I MnBiorremovido Tratamientos 2 46,9614  ***
Tiempo 3 31,53 Fokk Tiempo 3 6,2833  ***
(dias) (dias)
TXT 6 8,53 rkk TXT 6 0,2583 *
Error 36 Error 36

%Bioabsorcion Tratamientos 1 1,168 **x 1 9%Bioabsorcion Tratamientos 1 128,404  *x*
Tiempo 3 50,340 Fkk Tiempo 3 21,164 ¥
(dias) (dias)
TXT 3 13,391 Fkk TXT 3 0,7641 *
Error 24 Error 24

%Bioadsorcion Tratamientos 1 10,565 **x 1 9%Bioadsorcion Tratamientos 1 11,91 *x
Tiempo 3 18,391 Fkk Tiempo 3 3,10 *
(dias) (dias)
TXT 3 2,526 NS TXT 3 1,18 NS
Error 24 Error 24

%Biorremocion Tratamientos 1 13,539 *** 1 %Biorremocion Tratamientos 2 15,028 =
Tiempo 3 25,914 Fkk Tiempo 3 4,794 rkk
(dias) (dias)
TXT 3 4,184 rkk TXT 6 0,360 NS
Error 24 Error 36

FAl Tratamientos 1 7,0719 * FAI Tratamientos 1 104,43 bl
Tiempo 3 4,8756 *x Tiempo 3 58,63 bl
(dias) (dias)
TXT 3 13,619 *kk TXT 3 13,12 Fokk
Error 24 Error 24

FAD Tratamientos 1 18,60 *x FAD Tratamientos 1 1,515 NS
Tiempo 3 5,62 ol Tiempo 3 40,190 =
(dias) (dias)
TXT 3 0,98 NS TXT 3 4,005 *
Error 24 Error 24

FBC Tratamientos 1 10,145 ** | FBC Tratamientos 1 48,056 xkk
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Tabla 3.
Continuacion
Tiempo 3 9,1453 *x Tiempo 3 55,786  ***
(dias) (dias)
TXT 3 0,3203 NS TXT 3 12,603  ***
Error 24 Error 24
Tratamientos 2 7,729 ol Tratamientos 2 7,729 ok
SST Tratamientos 2 29,202 **% | SST Tratamientos 2 263,612 =
Tiempo 3 12,234 ol Tiempo 3 16,642 ok
(dias) (dias)
TXT 6 * TXT 6 kk
Error 60 Error 60
Clorofila a Tratamientos 2 2,666,229 *** | Clorofila a Tratamientos 2 26,122 bl
Tiempo 3 23,607 ol Tiempo 3 25,005  ***
(dias) (dias)
TXT 6 3,827 *x TXT 6 34,823  x**
Error 60 Error 60
Clorofila b Tratamientos 2 5,826 ** 1 Clorofila b Tratamientos 2 59,507 *x
Tiempo 3 9,467 rkk Tiempo 3 13,129  ***
(dias) (dias)
TXT 6 2,295 * TXT 6 0,2964 *x
Error 60 Error 60
Clorofilas Tratamientos 2 14,195 *xx 1 Clorofilas Tratamientos 2 43,347  **=*
totales totales
Tiempo 3 25,257 rokk Tiempo 3 24,213 ¥
(dias) (dias)
TXT 6 4,170 rxk TXT 6 25,688  ***
Error 60 Error 60
Carotenoides Tratamientos 2 11,413 ***x I Carotenoides Tratamientos 2 9,735 rxx
totales totales
Tiempo 3 8,575 ok Tiempo 3 4,835 ik
(dias) (dias)
TXT 6 1,135 NS TXT 6 15,447  **
Error 60 Error 60
Peso fresco Tratamientos 2 847,9 *** 1 Peso seco Tratamientos 2 30,187 rxx
Tiempo 3 858,2 Fkk Tiempo 12 27,695 ¥
(dias) (dias)
TXT 6 25,5 fiaia TXT 24 10,985  ***
Error 60 Error 90
Peso seco Tratamientos 2 7,98 *** 1 Densidad Tratamientos 2 207 *x
celular
Tiempo 3 16,62 ok Tiempo 12 574 **
(dias) (dias)
TXT 6 0,223 NS TXT 24 39 *x
Error 60 Error 180
Area foliar Tratamientos 2 6,514 b
Tiempo 3 3,638 ok
(dias)
TXT 6 0,343 NS
Error 180

L. minor, removié un significativo porcentaje de Mn?* del agua, por lo tanto, las
concentraciones de entrada a los reactores con Chlorella sp, fueron menores a la
ci patron (Tabla 5). Respecto a las concentraciones de entrada a cada

experimento, las eficiencias de biorremocion para L. minor fue del 66,47% en el
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T1, y del 46,90% en el T2; y para Chlorella sp del 29,89% en el T1, y del 66,29%
para el T2 (Tabla 5).

La remocion del Mn2+ vari6 en el tiempo, asi como la relevancia del mecanismo
(absorcién, adsorcidon) y la cuantia de la remocion desplegada por L. minor y
Chlorella sp (Tabla 6).

Tabla 4. Eficiencia de biorremocién del Mn*" y de los SST, mediante L. minor
y Chlorella sp; respecto a la concentracion inicial del efluente (C;), evaluada
previo a los experimentos. Tratamiento 1 (1), tratamiento 2, control 1 (C,).

Cantidad = medias + error estandar (Std Err).

Parametros Lemna minor Parametros Lemna minor
Tratamiento 1 2 C, Tratamiento 1 2 C,
Co (To) (mg/l) 1,14 1,14 1,14 Co (To) (ma/l) 140,00 140,00 1,14
% Biorremocién 66,47+1,58 46,90+5,02 4,42+0,56 § % Biorremocion 80,40+5,57 62,82+4,23 29,78+0,38
Mn SST

Chlorella sp Chlorella sp

% Biorremocion 7,73 30,48 38,42 % Biorremocion 19,45 34,13 11,46
Mn ST
Biorremocion total 74,20 77,38 38,84 99,85 96,95 41,31
(%)

Se establecié una correlacion positiva entre el area foliar (AF) de L. minor y la
eficiencia de bioadsorcion (%bioadsorcion). Encontrando, como a mayor AF, se
logr6 una mayor eficiencia en la bioadsorcion. EI T2, presentd las mayores
eficiencias en la bioadsorcion, con mayores AF (Figura 5). Se establecié una
correlacion negativa, entre la densidad celular de Chlorella sp y la eficiencia de
bioabsorcion (Y%bioabsorcion), estimando que, con menores densidades celulares,
se logré una mayor eficiencia en la bioabsorcion, con mayor magnitud en el T1
(Figura 5).
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Tabla 5. Eficiencia de biorremocién del Mn** y de los SST, mediante L. minor
y Chlorella sp; respecto a la concentracion inicial (C;) de entrada en cada
experimento. Tratamiento 1 (1), tratamiento 2 (2), control (C;). Cantidad =

medias + error estandar (Std Err).

Parametros Lemna minor Chlorella sp
Tratamiento 1 2 Cy 1 2 Cq
Ci Mn 1,14 1,14 1,14 0,42 0,76 0,99

% Biorremocion Mn  66,47+1,58 46,90£5,02 4,42+0,56 29,89+5,78 66,29+2,76 31,13+2,15

C;i SST (mg/l) 140,00 140,00 140,00 27,44 47,89 98,20
% Biorremocion SST  80,40+5,57 62,82+4,23 29,78+0,38 99,22+0,52 99,77+0,11 16,33+0,67

Tabla 6. Concentraciones de Mn?" a lo largo de los 16 dias de exposicién
para los experimentos con L. minor y Chlorella sp. Cantidad = medias + error
estandar (Std Err). Mn* AB (absorbido); Mn* AD (adsorbido); Mn?** BIO
(bioremovido). La concentracion del manganeso en L. minor, esta dada en mg kg’

! de peso seco.

Tiempo Tratamiento Organismo
(dias)
Lema minor Chlorella sp

Mn<* AB Mn“* AD Mn<* BIO Mn<* AB Mn“* AD Mn<* BIO

(mgkg?)  (mgkgh)  (mgkg? (mg ") (mg I') (mg ")
4 1 0,062+0,01 0,188+0,08 0,917+0,01 0,210+0,00 0,114+0,00 0,293+0,03
4 2 0,105+0,01 0,150+0,01 0,869+0,03 0,141+0,01 0,179+0,00 0,488+0,01
8 1 0,118+0,02 0,132+0,03 0,656+0,04 0,157+0,01 0,100+0,00 0,275+0,03
8 2 0,053+0,01 0,254+0,00 0,835+0,04 0,150+0,02 0,178+0,00 0,432+0,03
12 1 0,152+0,02 0,291+0,04 0,588+0,04 0,125+0,00 0,113+0,00 0,241+0,01
12 2 0,096+0,01 0,472+0,04 0,792+0,05 0,126+0,02 0,153+0,00 0,257+0,02
16 1 0,451+0,02 0,355+0,03 0,381+0,02 0,092+0,00 0,094+0,00 0,227+0,04
16 2 0,191+0,01 0,472+0,02 0,604+0,05 0,074+0,00 0,143+0,00 0,214+0,08
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3.2 FACTORES DE ADSORCION (FAD), DE ACUMULACION INTRACELULAR
(FAI) Y DE BIOCONCENTRACION (FBC)

Se evalué un mayor FAI, en el T1, y un significativo y mayor FAD en el T2, con un
mayor valor para el dia 12. El mayor FBC, se evalud en el T2; presentando las
mayores cuantificaciones los dias 8 y 12 del experimento con L. minor (Tabla 7;
Figura 2c, d). Chlorella sp, exhibié mayores FAI en el T1; se evalué ausencia de
diferencias significativas en la cuantificacion del FAD entre tratamientos, pero
presentaron diferencias significativas en la interaccion tratamiento por el tiempo de
exposicion de las microalgas al medio con Mn?*. Se evalué el mayor FBC en el T1
(Figura 4c, d).

Tabla 7. FAI, FAD, FBC, evaluados en L. minor y Chlorella sp. Cantidad =
medias + error estandar (Std Err).

Tiempo Tratamiento Organismo
(dias)
Lema minor Chlorella sp
FAI FAD FBC FAI FAD FBC
4 1 1027,63+208 3029,64+1240 4057,28+1095 304,258+12,1  165,857+9,02 470,115+22,45
4 2 2242,21+230 3317,46+555 5559,68+383 107,318+3,40 138,158+12,87  245,476+16,13
8 1 1736,94+272 1872,54+376 3609,48+428 361,468+50,1 228,576+22,32 590,044+69,78
8 2 926,60+92,40 4467,91+292 5394,50+286 213,418+14,1 261,106+32,07  474,524+43,78
12 1 2285,37+336 4386,33+792 6671,70+954 475,010+81,8 414,831+45,07 889,841+126,78
12 2 1402,67+67,1 6914,76+639 8317,43+574 426,655+21,2 542,625+71,20  969,280+92,90
16 1 2622,48+190 2094,60+318 4717,08+469 239,905+17,2 248,167+30,20  488,072+47,13
16 2 1554,65+69 3837,44+173 5392,09+161  84,543+6,75 165,517+8,34 250,060+10,69

3.3 CINETICA EN LA BIORREMEDIACION DEL Mn?*

Los resultados de la cinética de eliminacién en L. minor, nos mostré que la

remocion del Mn?*, se ajustan mejor a un modelo cinético de eliminacion de primer
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orden. L. minor, remueve 0,0658 mg dia (K dias) en el T1, y 0,024 mg dia (K dias)
en el T2 (Tabla 8). La cinética de adsorcion se ajusté mejor al modelo de primer
orden, los coeficientes de determinacién R2 para el T1, fueron bajos. L. minor,
present6 una velocidad de adsorcion mayor en el T2 (0,180 k) (Tabla 8). El T1 se
ajusté mejor al modelo de Michaelis-Menten, la velocidad maxima de acumulacién
intracelular fue de 0,91557 (k mg | %), y se logré el dia 4, por lo tanto, la maxima
acumulacion intracelular de L. minor, se presento el dia 8, 0.5969 mg/g por dia
(Vimax (Mg/g- d1)) (Tabla 8). El modelo cinético de eliminacién de primer orden, es
el que mejor se ajusta a los resultados del trabajo. Chlorella sp, eliminé 0,0353
mg de Mn?" dia en el T1; y 0,0796 mg de Mn?* dia en le T2. El T2 elimino mas

rapido el Mn?* del agua residual (Tabla 8).

Los resultados de la cinética de adsorcidn, se ajustaron mejor al modelo de
segundo orden; sin embargo no se logré un ajuste adecuado. Se evaluaron
valores bajos en el coeficiente de determinacién R El valor de la velocidad de
adsorcion, fue mayor en el T1 (Tabla 8). Los resultados hallador en la cinética de
absorcion, sefialo que los dos tratamientos se ajustaron bien a la cinética de
Michaelis-Menten. El T2, presentd las mayores velocidades de absorcion de
0,420 (k mg | %), logrando la maxima acumulacién intracelular de Mn®* en Chlorella
sp, el dia 12, 0,01496 (Vmax (Mg/g- d™1)) (Tabla 8).

3.4 CAPACIDAD DE REMOCION DE LOS SST

Se evalud una biorremocion significativa de SST, por parte de L. minor, frente al
control si inoculo. No se hallaron diferencias significativas entre el T1 y T2, pero
si, en la interaccion entre los tratamientos y el tiempo de exposicién al medio con
SST. La mayor remocion se evalué en los dias 12 y 16, en los tratamientos y

control (Figura 6a). Se establecio una correlacion negativa entre el AF y los SST,
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mediante la cual, a medida que se incremento el AF, se redujeron los SST en el
agua (mayor remocion); en el T1, con una menor AF, se logré la mayor remocion
de los SST (Figura 5c). Al sustraer los SSV del total de SST, se evalué una
significativa remocién de SST, por parte de Chlorella sp (Figura 7).

Figura 2. Eficiencias de biorremocion, FAl, FAD y FBC, en diferentes
tiempos de exposicion de L. minor al manganeso. Las barras presentan las
desviaciones estandar.

Tratamiento 1 Tratamiento 2
& 100 & 100
= a = b
:8 I %Bioabsorcion :g I %Bioabsorcion
g 80 4 [ %Bioadsorcion g g0 4 [ %Bioadsorcion
o I %Biorremocion o I %%Biorremocion
g S
Ke) el
> 60 > 60
c c
e} el
o o
o o
5 5
g 401 S 40+
Q kel
Ko} o)
5 5
S 20 S 20
o I}
[%] (%]
Qo Qo
[0} ®
K] kel
o 0 - om 0 -
4 8 12 16 4 8 12 16
10000 10000
c d
HE FAI . FAI
8000 + /1 FAD 8000 /1 FAD T
I FBC Il FBC
] Q
L 6000 LL 6000
o) fa)
s s
z 4000 I 4000
[ [N
2000 - 2000 -
0 - 0 - o
4 8 12 16 4 8 12 16
Tiempo (dias) Tiempo (dias)

44



Figura 3. Eficiencias de biorremocién del Mn?*, por L. minor y Chlorella sp,

frente al control sin inGculo. Las barras presentan las desviaciones estandar.
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L. minor, removié un 80,40% en el T1 y 62,82% en el T2, frente a una depuracion
natural en el control de 29,78%; porcentajes estimados a partir de la cuantificacion
del patron inicial c;, previo a los experimentos (Tabla 4). Chlorella sp, realizé una
significativa remocion de SST, en los dos tratamientos, frente a la leve depuracién
natural evaluada en el control (Figura 6b). Chlorella sp, fue igualmente eficiente
en la remocion de los SST en los dos tratamiento. Se establecié una correlacion
negativa entre la densidad celular y los SST; a mayor densidad celular, menores
SST, y por lo tanto, mayor eficiencia (Figura 5d). EIl estudio realzado permite
establecer, que respecto a la cuantificacion inicial de SST realizada previo a los
experimentos, Chlorella sp, removi6 un 19,45% en el T1 y 34,13% en el T2, frente
a una depuracion en el control del 11,46% (Tabla 4). L. minor y Chlorella sp,
removieron en conjunto, un 99,85% en le T1 y un 96,95% en el T2; la depuracién

natural en el control fue del 41,31% (Tabla 4).
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Figura 4. Eficiencias de biorremocion, FAl, FAD y FBC, en diferentes
tiempos de exposicién de Chlorella sp al manganeso. Las barras presentan
las desviaciones estandar.
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La remocién significativa realizada por L. minor, durante el primer experimento,
redujo la concentracion de los SST, por lo tanto, la concentracion que entr6é a los
reactores inoculados con Chlorella sp, fueron inferiores a la concentracion patron
original; a partir de ello se cuantifico el porcentaje de remocion de dicha

concentracion inicial en cada reactor. L. minor, como ya se reportd, removio,
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removié un 80,40% en el T1y 62,82% en el T2, y Chlorella sp, un 99,22% en el T1
y 99,77% en el T2 (Tabla 5).

Figura 5. Correlaciones lineales mediante prueba de Pearson. L. minor: 6a)
regresion lineal entre los SST y el AF (estimado: 1091,43; probabilidad: 0,0008%);

6b) regresion
probabilidad: 0,0136%).

lineal entre el %bioadsorcion y el AF (estimado: 835,992;

Chlorella sp: correlaciéon entre el %bioabsorcion y la

densidad celular (estimado: -3,744°®; probabilidad: <0,0001*); correlacién entre los
SSTy la densidad celular (estimado: -6,67""; probabilidad: <0,0007*).
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Tabla 8. Cinética de eliminacién y de acumulacién intracelular en L. minor y

Chlorella sp.

Cinética de eliminacién L. minor

Cinética de eliminacién Chlorella sp

T Ci Cinética de primer orden Ci Cinética de primer orden
K (1/dias) R* K (1/dfas) R*
T1 1,14 0,0658 0,9735 0,42 0,0353 0,8779
T2 1,14 0,0240 0,7337 0,76 0,0796 0,9698
Cinética de adsorcion L. minor Cinética de adsorcién Chlorella sp
K (g/mg d™) R* K (g/mg d™) R*
T1 1,14 0,0989 0,7227 0,42 0,1172 0,7788
T2 1,14 0,1800 0,9849 0,76 0,0245 0,6501
Cinética de acumullacién intracelular L. Cinética de acumulacion intracelular Chlorella sp
minor
Cinética de Michaelis-Menten Cinética de Michaelis-Menten
K (mg/l) R* Vmax (mg/g- d*) K (mg/l) R* Vmax (mg/g- d*)
T1 1,14 0,9157 0,8864 0,5969 T1 0,42 0,3882 0,9271

Figura 6. Biorremocioén de solidos suspendidos totales (SST), por parte de L.

minor y Chlorella sp. Las barras presentan las desviaciones estandar.
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Figura 7. Relacion entre laremocion de sélidos suspendidos volatiles (SSV)
y solidos suspendidos totales (SST), por parte de Chlorella sp.
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3.5 EFECTO DEL TIEMPO DE EXPOSICION

En general, la biorremocién del Mn** y de los SST, se incrementaron con el
incremento en el tiempo de exposicién en L. minor (Figura 2a, b; 3a; 6a). Las
eficiencias de bioabsorcion, bioadsorcion y biorremocién, se incrementaron con el
tiempo, logrando las mayores eficiencias entre los dias 12 y 16 del experimento
(Figura 2a, b, 3a). La mayor eficiencia y mayor incremento porcentual en la
remocioén del Mn?*, se present6 en el T1 (Figura 2a; 3a). El FAI, FAD y FBC, de
igual manera, se incrementaron siguiendo un patron levemente similar al descrito
para las eficiencias. Se presentdé un mayor incremento en el tiempo, del FAD,
para los dos tratamientos; y se lograron las mayores magnitudes para FAD y FBC,
en el dia 12 (Tabla 7; Figura 2c, d). Asi mismo, la biorremocién de los SST,
incrementd en el tiempo, y la mayor eficiencia se logré en el T1, con una mayor

remocion el dia 16 (Figura 6a).
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Chlorella sp, presento fluctuaciones en las eficiencias de biorremocion (Figura 3b,
4a, b). Se presentaron dos patrones contradictorios de remocion, entre los dos
tratamientos; en el T1, la mayor eficiencia de biorremocion, se evalué durante los
primeros dias del experimento, declinando dichas eficiencias levemente con el
incremento en el tiempo de exposicion. Por lo contrario, el T2, exhibié la menor
eficiencia de biorremocion durante los dias 4 y 8, y sus mayor eficiencia entre los
dias 12 y 16, logrando la maxima eficiencia el dia 12 (Figura 3b, 4b). Se evalué la
mayor eficiencia de bioabsorcion en el T1, durante los primeros cuatro dias de
exposicién, magnitud que posteriormente se redujo, presentando sus menores
porcentajes entre los dias 12 y 16 (Figura 4a). ElI T2, present6 menores
eficiencias que el T1; y exhibié un patrén de respuesta similar en las eficiencias de
bioabsorcién y bioadsorcion, con incremento durante los dias 4 al 12; de
reduccion, entre los dias 12 y 16 (Figura 4b). ElI FAI, FAD y FBC, se
incrementaron al aumentar el tiempo de exposicién, logrando las mayores tasas el
dia 12 para los dos tratamientos; y se redujeron significativamente el dia 16
(Figura 4c, d). Los SST, se redujeron significativamente a mayor tiempo de

exposicion, en los dos tratamientos, y levemente en el control (Figura 6b; 7a, b).

3.6 PRODUCTIVIDAD DE LA BIOMASA

No se evaluaron sintomas de toxicidad en el crecimiento de L. minor, ni en
Chlorella sp. Se evalué un significativo incremento en el crecimiento de L. minor
en el tiempo, con diferencias significativas (p < 0,05) entre tratamientos y el
control, en el peso fresco (PF) y AF. Los tratamientos presentaron un significativo
y mayor crecimiento que el control con agua limpia. El T2, presentd un mayor
incremento en PF, pigmentos fotosintéticos y AF, frente al T1 y control. Las
mayores tasas de crecimiento relativo (RGR) se presentaron entre los dias 4 — 8,

en el control y en el T2. En general las tasas de crecimiento fluctuaron en el
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tiempo, se redujeron significativamente entre los dias 8 — 12; en el control siguio

reduciéndose entre los dias 12 — 16, y de manera contrastante, los tratamientos 1

y 2, incrementaron su RGR (Figura 8a, c).

Figura 8. Tasa de crecimiento relativa (RGR), y pardmetros de crecimiento

evaluados en L. minor y Chlorella sp. Las barras presentan las desviaciones

estandar.
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El crecimiento de Chlorella sp, evaluado a partir de su peso seco (PS), y la

densidad celular, mostré diferencias significativas entre tratamientos y en el
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tiempo. Se presentd un mayor PS, en el T1; en conjunto T1 y T2, presentaron
mayores PS, que las magnitudes evaluadas en el control. EI PS fluctu6 en el
tiempo, en los tratamientos 1 y 2, se evaluaron las mayores magnitudes, entre los
dias 4 y 8. La densidad celular, presenté un incremento en el tiempo, con leves
fluctuaciones; el Tl y T2, presentaron significativas y mayores densidades
celulares, frente al control; sin embargo, entre los T1 y T2, no se hallaron
diferencias significativas. Durante los ultimos tres dias del experimento, se
presentd una mayor densidad celular en el T2. Las mayores densidades celulares
se lograron para los dos tratamientos, los Ultimos cuatro dias del experimento. La
tasa de crecimiento relativa (RGR) evaluada, permitié establecer, que las mayores
RGR, se evaluaron entre los dias 4 y 8, para el T1 y en el control, tasa que se

reduce posteriormente. La RGR, es similar en el tiempo en el T2 (Figura 8b, d; 9).

Figura 9. Curva de crecimiento de Chlorella sp, a partir de la densidad

celular.

le+7

—&— Tratamiento 1
—O— Tratamiento 2
8e+6 4 —¥— Control

6e+6

4e+6 o

Densidad celular (cel/ml)

2e+6 4

Tiempo (dias)

52



3.7 PIGMENTOS FOTOSINTETICOS

Se evaluaron diferencias significativas en la produccion de los pigmentos
fotosintéticos en el tiempo y entre tratamientos y control, en los experimentos con
L. minor y Chlorella sp. En términos generales, en el experimento con L. minor, se
evalu6é un incremento en la magnitud al culminar el dia 16. No se presentaron
diferencias significativas en la clorofila a y carotenoides, entre el T1 y T2, siendo
su magnitud mayor a la producida en el control. Se produjo una mayor cantidad
de clorofila b y totales, en el tratamiento 2; la menor magnitud en clorofila b, se
presenté en el T1 (Figura 10a, b, c, d). Chlorella sp, presentd una mayor
produccion de clorofila a y clorofilas totales, en el T2 y en el control, entre los
cuales, no se hallaron diferencias significativas. EIl control presenté la mayor
produccién de clorofila b, y la menor el T1. El T1 y T2, presentaron la mayor
concentracion de carotenoides. En general se presentd la mayor produccion de
pigmentos, entre los dias 8 y 12 del experimento en el experimento con Chlorella
sp. (Figura 11a, b, c, d).

3.8 VARIACION DE PH Y PARAMETROS FISICOQUIMICOS

Se evaluaron mayores valores de pH en los reactores en el experimento con
Chlorella sp, con pH cercanos a 8; frente a pH entre 7,10 - 7,11, evaluados en el
experimento con L. minor. Las conductividades fueron mayores en el experimento
con Chlorella sp (T1: 0,94; T2: 0,96 mS). EIl oxigeno disuelto (OD), fue mayor en
los reactores en el experimento con Chlorella sp (T1: 11,06; T2: 12,22 mg/l),
siempre con mayores valores par el T2. Los promedios de los porcentajes de
salinidad (SAL), fueron similares en los dos experimentos, con valores mayores en

control 2 (0,03), y los menores en el control 1 (0,01), para los dos experimentos.

53



La temperatura promedio del agua, fue levemente mayor en el T1 (L. minor:

18,29°C), T1 (Chlorella sp: 17,43°C); en general las temperaturas fueron mayores

en el experimento con L. minor (Tabla 9).

Figura 10. Pigmentos fotosintéticos en L. minor. Cuantificados en mg g™*;

presentados con barras que presentan la desviacion estandar.
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Figura 11. Pigmentos fotosintéticos en Chlorella sp. Cuantificados en pug/mi;

presentados con barras que presentan la desviacion estandar.
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Tabla 9. Calidad promedio del medio de los diferentes pardmetros
analizados en el sistema de tratamiento desarrollado. Conductividad (CD),
oxigeno disuelto (OD), salinidad (SAL), temperatura del agua (T. agua),
temperatura del laboratorio (T. lab), humedad relativa (HR). Cantidad = medias +

error estandar (Std Err).

Pardmetros Organismo
Lemna minor Chlorella sp
T1 T2 C1 Cc2 T1 T2 C1 c2
pH 7,10+0,04 7,11+0,05 6,52+0,05 5,69+0,07 7,85+0,02 7,97+0,03 6,66+0,07 6,67+0,11
CD (mS) 0,39+0,00 0,38+0,00 0,17+0,00 0,58+0,01 0,94+0,20 0,96+0,20 0,16+0,00 0,56+0,04
OD (mg/l) 10,82+0,28 11,56+0,26  6,81+0,34 9,49+0,47  11,06%0,38 12,22+0,46  7,89+0,09 8,75+0,04
SAL (%) 0,02+0,00 0,02+0,00 0,01+0,00 0,03+0,00 0,02+0,00 0,02+0,00 0,01+0,00 0,03+0,00
T.agua (°C) 18,29+0,10 17,73+0,11 19,02+0,19 19,21+0,19 17,43+0,06 16,80+0,03 18,45+0,07 18,31+0,06
Max Min Max Min
T. lab (°C) 21,06+0,45 17,39+0,09 19,06+0,25 17,26+0,02
HR (%) 83,81+0,65 62,87+1,01 86,56+0,54 68,06+0,63
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4. DISCUSION

El abordaje y estudio de los mecanismos de respuesta de las plantas al Mn, esta
poco estudiado; la mayoria de estudios disponibles corresponden a plantas
superiores de importancia econémica [20, 36]. La informacion disponible sobre el

tema en macrofitas es escaza, y aun mas para microalgas.

4.1 CINETICA DE ELIMINACION, ADSORCION, DE ACUMULACION
INTRACELULAR Y EFICIENCIA EN LA BIORREMOCION DEL MANGANESO

L. minor, remueve Mn®* a una velocidad mayor en el T1 (0,0658 mg d™) (K dias),
siendo esta velocidad mayor que la del T2 (Tabla 8; Figura 2a; 3a). Hurd y
Sternberg [55], reportaron una velocidad de eliminacion de 0,1791 por dia, de Pb
en L. minor. Las menores velocidades de eliminacion de nuestro trabajo, habrian
sido el resultado del contenido multi-metal del agua residual tratada; lo cual
alteraria y limitarfa la remocién del Mn®*. La presencia de ciertos metales en el
agua, pueden afectar el consumo de otros [45,112]. Los resultados de la cinética
de eliminacion, corresponden con la mayor eficiencia de biorremocion en T1

(Figura 2a; 3a).

La cinética de adsorcidon mostré coeficientes de determinacion (R2) bajos para el
T1, debido a que, en el transcurso de los 16 dias, la cantidad de Mn®" adsorbido a
la superficie de planta (q) tuvo fases crecientes y decrecientes; de esta manera se
ve reflejado en los coeficientes de velocidad (k), donde se observa con claridad
que la velocidad de adsorcion fue mayor en el T2 (0,180 k); resultado que es
confirmado, en la eficiencia de bioadsorcion evaluada para dicho tratamiento

(Tabla 8; Figura 2b). Una probable explicacion a este resultado, fue que en el T2,
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el medio fue esterilizado, mientras que en el T1 no; en el T1, la presencia de otros
microorganismos pudo interferir en la capacidad de adsorcion de L. minor. Los
resultados de la cinética de acumulacion intracelular en el T1, evaluados a partir
del valor de la constante Vmax (Mmg/g d%), indicaron que L. minor pudo acumular
0.597 mg/g de Mn* por dia. Sanchez- Galvan et al. (2008), reportaron valores de
Vmax (mg g h™) para el Pb, en Salvinia minima, de 1,47 en agua sintética, y de
2,01 en agua desionizada, valores muy superiores a los nuestros. Las diferencias
son propias, de ser valoradas en organismos distintos, para metales distintos, y a
partir de medios liquidos diferentes; en el caso de Sanchez-Galvan, un medio
sintético enriquecido con Pb, y en nuestro caso, agua residual con mdultiples

variables y contaminantes.

Chlorella sp, mostré las mayores velocidades de eliminacién y adsorcién del Mn?*,
en el T2. Con la excepcion de la velocidad de adsorcion en el cual se insinGia una
mayor velocidad en el T1 (0,1172 g/mg d™) (Tabla 8); sin embargo, el ajuste del
modelo no fue el mejor, debido a que nuestro trabajo y la estimacion de la cinética
se realiz6 a partir de la evaluacion de la bioadsorcion que realizé Chlorella sp, a lo
largo de 16 dias; por lo tanto, durante este lapso de tiempo, asociado al ciclo de
vida de la microalga, se presentaron picos de incremento y descenso en su
poblacién y biomasa; por lo tanto, los resultados no son confiables. Los resultados
evaluados a partir del ANOVA para el FAD, sefialan ausencia de diferencias
significativas (p > 0,05). La mayor velocidad de eliminacion y de acumulacion
intracelular, en el T2; se habrian logrado, a causa de la ausencia de competencia
con otros microorganismos; caso contrario al del T1, en el cual se probaron
significativas remociones del Mn?*, bajo competencia con multiples organismos, ya
que dicho medio no fue esterilizado. Aun, con velocidades menores, el T1 logro
una significativa biorremocion del Mn** (Tabla 8; Figura 4a, b, c, d).

Miretzky et al. [82], evaluaron una alta capacidad de bioadsorcion, por parte de

tres macrdfitas flotantes (Pista stratiotes, Spirodela intermedia y Lemna minor), en

58



su capacidad de eliminacion simultdnea de varios metales pesados (Fe, Cu, Zn,
Mn, Cry Pb), a partir de 15 dias de tiempo de exposicion, a escala de laboratorio.
Bajo concentraciones de 1 mg/l* de Mn, S. intermedia removié un 96,91%, L.
minor, un 95,20%, y P. stratiote, el 97,56%; a concentraciones de 2 mg/l*, P.
stratiote, removié un 98,45%, y del 86,81% bajo 4 mg/I*. Nuestros resultados,
corresponden con los resultados anteriores, evaluados bajo una concentracion de
1 mg/l* de Mn*, evaluamos una remocién del 66,47 % en un agua residual sin
esterilizar (T1), el porcentaje es menor a lo reportado por Miretzky vy
colaboradores, pero basado en que se utilizé un agua residual industrial, los
resultados son positivos.

Lizieri et al. [73]; evaluaron una significativa capacidad de remocion de Mn, a partir
de la acumulacion del mismo en el tejido vegetal y a partir de la adsorcion, en tres
macrofitas acuaticas, Azolla caroliniana, Salvinia minima y Spirodela polyrhiza, a
partir de concentraciones excesivas de Mn (0.05; 0.1; 0.2; 0,3; 0.4 mM). S
polyrhiza, acumulé en sus tejidos una muy elevada concentracion de Mn (17,062
mg g™ ps), S minima (4,283 mg g™ ps), y A caroliniana un (1,341 mg g* ps).
Acumulaciones de Mn, muy superiores a la cuantificacion evaluada en nuestros
resultados; sin embargo, hay que recordar que la c¢; con la cual trabajamos en
nuestro proyecto, correspondié a una concentracion real del Mn, hallada en una
muestra de agua residual, siendo asi, y conociendo que dicho valor fue inferior al
cual trabajaron Lizieri y colaboradores, es probable que L. minor alcance mayores
concentraciones de remocion del Mn, bajo una exposicion a mayores
concentraciones del Mn; esto lo sefialamos, ya que bajo la concentracién
valorada, no se evalué ningun indicio de estrés, toxicidad o limitacion en su
crecimiento. Esta capacidad limite de remocion debera ser explorada a futuro.
Acorde a ello, Doganlar et al. [28], reportaron, la significativa capacidad de la
macrdfita Lemna gibba, en la capacidad de remover Mn. Mediante monitoreos
realizados los dias 24, 48 y 72, bajo concentraciones de 0,25 mg/l, 1 mg/l, 4 mgll,

y 16 mg/l, de Mn, encontraron un incremento en la biorremocion al incrementar la
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concentracion del metal en el medio, con una concentracién de 15,150 mg g™

peso seco, luego de 48 h, y de 16 mg g™ peso seco, luego de 72 horas.

La mayor capacidad de remocién del Mn?*, fue evaluada en el T1, con agua
residual sin esterilizar; aun asi, con interaccion y probable competencia con
microorganismos hallados en el medio, L. minor, fue significativamente tolerante y
pudo remover un 66,47 % de Mn*"; tal capacidad se evalu6 a partir de una
significativa remocioén a través de bioadsorcion y bioabsorcion; en general, el
principal mecanismo evaluado en los dos tratamientos, fue la remocion a través de
bioadsorcién; el mecanismo que predominé en el T2 fue su significativa capacidad
de bioadsorcion (Tabla 4, 5; Figura 2a, b, ¢, d). A. caroliniana y S. minima, toleran
concentraciones elevadas de Mn, pero sin embargo, no son eficientes en la
acumulacion y remocion de altas concentraciones del metal en sus tejidos, caso
contrario a S. polirhiza, la cual prob6 ser altamente tolerante al incremento en la
concentracion del Mn, y en la acumulaciéon y remocion del mismo [73]. Las
principales caracteristicas requeridas para determinar el uso de una planta en
fitorremediacion, estd dado, por su capacidad de bioacumulaciéon de
contaminantes, asociada a una alta productividad de biomasa vegetal [119]. Por
lo tanto, la capacidad que pueda poseer una planta o alga para responder a un
contaminante como el Mn, lo favorece la capacidad dual, de tolerarlo y removerlo;
siendo asi, nuestros resultados, con una concentracion inicial significativamente
alta (1,14 mg I'* Mn?"), y una capacidad significativa en su biorremocién por
absorcion y adsorcion, nos permite sefialar que L. minor, es un sujeto prometedor

y debe ser evaluado a mas detalle en su potencialidad de remocién del Mn?".

Nuestros resultados evaluaron que L. minor y Chlorella sp, pueden emplear
eficientemente la absorcion y la adsorcion, alterando la utilizacion del tipo de
mecanismo en el tiempo (Figura 2a, b; 4a, b). Mane y Bhosle [77], pudieron
probar, a partir de siete dias de exposicién, un alto porcentaje de biorremocién, de

Mn, por parte de las microalgas Spirogyra sp y Spirulina sp. Evaluaron un
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incremento en la biorremocion del Mn, con el incremento de la concentracion en el
medio (5 — 25 mg/l), y pudieron establecer una biorremocion del 99,6% por parte
de Spirogyra sp, y del 99,73% con Spirulina sp, bajo una concentracion inicial de 5
mg/l. Wang et al. [120]; a partir del tratamiento terciario de diferentes aguas
residuales municipales, evaluaron remociones eficientes de diferentes iones
metélicos como Al, Ca, Fe, Mg y para nuestro interés del Mn, mediante el uso de
Chlorella sp. Chlorella sp, removido 100% del Mn en tres de las cuatro fuentes de
aguas residuales, a partir de concentraciones iniciales del 0,295+0,003;
0,308+0,002; 0,008+0,001, y del 98,2%, en la cuarta, bajo una concentracion
inicial de 2,797+0,016; resultados obtenidos a partir de nueve dias. Nuestros
resultados, fueron mucho menores a dichos valores, pero significativos en nuestra
investigacion, en la capacidad de remocién del Mn?*. Chlorella sp, fue expuesta a
una concentraciéon muy baja de Mn?*, debido a que el efluente que tratd, fue el
medio que sali6 de los reactores con L. minor, posterior a la remocién del Mn**,
por parte de la lenteja de agua, la cual removié un 66,47 (T1) y 46,90% (T2).
Chlorella sp, logro una remocion del 29,89% en el T1, y del 66,29% en el T2
(Tabla 5). Dichos resultados, son el producto de una baja concentracién del Mn?*
en el medio, asi, como de los nutrientes (no fue evaluado) en el medio, luego de
16 dias de remocion de L. minor, probablemente bajo una concentraciéon mayor

del Mn**y nutrientes, se habria incrementado la eficiencia de biorremocion.

4.2 FACTOR DE ACUMULACION INTRACELULAR (FAl), FACTOR DE
ADSORCION (FAD) Y FACTOR DE BIOCONCENTRACION (FBC), POR PARTE
DE L. minor Y Chlorella sp

El factor de bioconcentracion (FBC) han sido usados para evaluar la capacidad
para acumular contaminantes en diversidad de organismos (vertebrados, plantas y

microorganismos) [34, Burton et al., 2006). Baker y Brooks [7], propusieron que
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una planta terrestres seria considerada hiperacumuladora al contener >0.1% de su
peso seco del metal, en el caso del Pb. Zayed et al. [124], propuso por primera
vez un valor >1000 para definir a una planta acuatica como hiperacumuladora de
metales, a partir de su FBC. El término “hiperacumulador” fue acufiado por Brooks
y Reeves, para referirse a plantas capaces de acumular >1.000 mg Ni kg™ de
materia seca en algun tejido de su biomasa aérea [18]. Los organismos
hiperacumuladores, pueden tolerar, absorber y translocar altos niveles de ciertos
metales pesados que serian toxicos para la mayoria de los organismos.
Actualmente se utiliza el término hiperacumuladora de metales para designar
plantas que acumulan >10.000 mg kg™ de Mn y Zn, >1.000 mg kg™ de Co, Cu, Pb,
Ni, As y Se y >100 mg kg™ de Cd [63]. Comparativamente, los FBC evaluados a
partir de L. minor, presentaron valores > 1000. Dicha cuantificacion permite
afirmar que L. minor presentd una gran capacidad para hiperacumular Mn?*, bajo
la concentracién inicial en evaluacion y bajo los pardmetros y condiciones de
nuestro experimento (Tabla 7). EI FBC fluctu6 en el tiempo, sin un patrén

establecido.

Brankovi¢ et al. [13], bajo una concentracion inicial de 0,315+0251 (mg I de Mn
en el agua, evaluaron factores de bioconcentracion de 160.256 para Alisma
plantago-aquatica, 3849,283 para Mentha aquatica, 2101,330 en Myriophyllum
spicatum, 923,343 en Bidens tripartitus, 1427,45 en Polygonum amphibium,
1515,45 en Lycopus europaeus, 6382,28 en Typha angustifolia, 2286,59 y de
Roripa amphibian. A partir de dichos resultados, es claro que las plantas
presentan diferentes capacidades para remover Mn y otros metales. Nuestros
resultados, probaron mayores FBC en la capacidad de remocién de L. minor, y
bajo una mayor concentracion inicial de Mn®* en el medio (1,14 mg I'%), por lo
tanto, L. minor presenta un gran potencial de remocion y tolerancia al Mn?* (Tabla
7; Figura 2c, d). La reduccion evaluada en el FBC con el incremento del tiempo de

exposicion lo relacionamos a la reduccion en la concentracién del Mn?* en el agua.
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Sekabira et al. [107], a través del estudio de biomas de algas, a partir del
monitoreo en diferentes puntos de muestreos in situ, en localidades con
concentraciones de 535 (ug/l), 685 (ug/l), 610 (ug/l), 1915 (ug/l), 155 (ug/l), 475
(ug/l), 475 (ugl/l), 755 (pg/l), evaluaron FBC’s correspondientes a 2004.21,
1293.87, 1693.04, 436.15, 46669.61, 1503.31, 2239.83, 2213.23, respectivamente.
Comparativamente, los resultados del FBC en Chlorella sp, fueron < 1000.
Logrando una mayor cuantia el dia 12 con un FBC de 889,841+126,78, el FBC
incremento en el tiempo. ElI T2 presentd, su mayor FBC, el dia 12
(969,280+92,90). Posterior a esta fecha (dia 16), declinaron los valores para los
dos tratamientos; dicha caida en el FBC, pudo ser producto de un momento en el
cual habia mucha biomasa, para muy poco Mn por remover; bajo una
concentracion inicial mayor, Chlorella sp, pudo lograr valores de FBC > 1000; a
pesar de ello el dia 12, estuvo practicamente en dicho umbral (Tabla 5, 7; Figura
4c, d).

El FBC, propuesto por Zayed et al. [124], es un indice muy util para la estimacion
de la capacidad de biorremover metales pesados por diferentes organismo; sin
embargo, dicho indice no diferencia entre la capacidad de adsorber el metal en la
superficie de la planta y entre la habilidad de acumular el metal intracelularmente
(bioabsorcion). Con la finalidad de realizar un estudio a mayor detalle y poder
cuantificar la capacidad de absorcion y adsorcion, Sanchez-Galvan et al. [105],
propusieron calcular el “factor de acumulacién intracelular (FAI), y el factor de
adsorciéon (FAD)”. El uso de dichos indices, permitié evaluar una clara capacidad
de hiperacumular Pb, por parte de Salvinia minima, principalmente a partir de
adsorcion, evaluado a partir de un FAD (780 — 1980), capacidad relacionada muy
seguramente un gran area de superficie (264 m? g*) y a un alto contenido de

grupos carboxilo en su pared celular [105].

La cuantificacion del FAD y FAI, nos permitid establecer, que L. minor, habria

hiperacumulado Mn?*, y cuyo mecanismo principal y dominante, fue su alta

63



capacidad de bioadsorber Mn?*, y corroborado a partir de valores de FAD > 1000,
valores que fluctuaron a lo largo del tiempo de exposicion (Tabla 7; Figura 2c, d).
El FAD, fue significativamente mayor (p. < 0,05) en el T2 (Tabla 7; Figura 2c, d).
El FAD, fue mayor en el T2 durante los dias 4, 8 y 12 de exposicion, pero declind
el dia 16, contrastando con un incremento del FAI para dicho dia (Tabla 7; Figura
2c). Tal capacidad de bioadsorcion, evaluada a través de la eficiencia (%) de
bioadsorcidén y del FAD, estuvo correlacionado positivamente con el AF, como lo
discutiremos mas adelante, bajo una mayor area foliar, se estimula una mayor
eficiencia de bioadsorcién y FAD (Figura 5a). Dichos resultados, son afines a los
reportados con anterioridad, por Sanchez-Galvan et al. (2008), en la remocion de
Pb, utilizando S. minima. L. minor, presentd los mayores FAI en el T1, pero entre

este y el FAD, fue mayor el FAD.

Los resultados de la cinética de adsorcion para L. minor, corresponden y se ven
reflejados en los mayores valores del FAD y FBC, en el T2 (Tabla 7; Figura 2d).
Los resultados de la cinética de acumulacion intracelular, son afines a los valores
evaluados en el FAI, y en el porcentaje de eficiencia de bioabsorcion, en el T1,
para L. minor (Tabla 8; Figuras 2a, c¢). Los resultados evaluados en L. minor,
establecieron que en el T1 se logré la mayor eficiencia en la remocién del Mn**, y
los resultados de la cinética de eliminacion asi lo soportan; a pesar de ello, la
cuantificacion del FBC establecio al T2, como el medio en el cual se evalud la
mayor capacidad de biorremocion por parte de L. minor. Dicho resultado en el
FBC y producto de la relacion entre la biomasa y la concentracion de
Mn?removido, fue producto de la importante remocién del Mn?* realizada por
bioadsorcién en el T2, significativamente mayores que las evaluadas en el T1,
patron que se puede corroborar a partir de los resultados de las eficiencias de
remocion y a partir de la cuantificacion realizada con el FAD, con un pico maximo
evaluado el dia 12 del experimento (Figura 2b, d; 3a). Tal FBC para el T2, pudo
ser favorecido, por la ausencia de competencia con otros microorganismos, ya que

dicho medio fue esterilizado previamente al experimento; el T2, presenté > FBC
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que el T1, pero con una velocidad de eliminacion mas lenta. El T1, presionado por

la competencia habria incrementado la velocidad del consumo del Mn?*.

Chlorella sp, presento valores < 1000 en la cuantificacion del FAD y FAI; el T1
presentd cuantitativamente los mayores FAI, siendo este el principal mecanismo
evaluado para Chlorella sp, con valores que oscilaron entre 239,905+17,2 -
361,468+50,1 (Tabla 7). La mayor velocidad de bioabsorcién, evaluada para el T1,
coinciden con los resultados altamente significativos (p. <0,001), evaluados en la
eficiencia de bioabsorcion de Chlorella sp, y la cuantificacion del FAI y FBC,
evaluadas durante el dia 4, para el T1; todos estos resultados sustentan, que el
principal mecanismo de biorremocién desplegado por Chlorella sp, fue su
significativa bioabsorcion (Tabla 7, 8; Figura 4a, b, ¢, d). Los valores del FAD,
fueron similares en los dos tratamientos, pero, difieren en la interaccién en el
tiempo (Figura 4c, d). Debido a que este es un trabajo pionero en la utilizacion de
los indices FAI y FAD en microalgas, y a la ausencia de literatura, en la cual se
aborde la biorremocién del Mn?*, mediante la cuantificacion del FAD y FAI, no
permite discutir los resultados, impidiendo establecer si los valores aparentemente
bajos del FAD y FAI, son bajos o altos, en comparacion a la tolerancia del
organismo al Mn®*. Asociado al tema, se ha evaluado que en el contenido celular
de Scenedesmus subspicacatus, una dominancia en el mecanismo de absorcién
intracelular de Mn, a bajas concentraciones del mismo [64]. Aun cuando en
Chlorella sp, se evalué una mayor eficiencia de biorremocién del Mn en el T2, los
mayores FBC y por lo tanto, el tratamiento en el cual se evalu6 la mayor
capacidad de biorremocion fue el T1; dichos resultados contradictorios, nos
permiten, evaluar que al estudiar la biorremocién basados s6lo en porcentajes de
remocion, podriamos obtener un resultado, que no siempre va a ser confiable, ya
gue no se toma en cuenta, la cantidad de biomasa que generd dicha remocion;
siendo asi, los resultados del FBC, por lo tanto, indicaron que el T2, logré una
significativa capacidad de biorremocién, pero con una mayor biomasa de la

microalga; por el contrario, en el T1, con una menor biomasa se obtuvo la mayor
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capacidad de biorremocién del Mn?* (Figura 3b; 4c, d; 5b; 8). De ser requerido,
Chlorella sp, deberia ser cosechada durante el dia 12, debido a que posterior a
dicha fecha, FAI, FAD y FBC se reducen significativamente (Figura c, d). De igual
manera L. minor, deberia ser cosechada, luego de 12 dias de exposicién al Mn?*

(Figura 2a, b, c, d).

4.3 EFECTO DEL TAMANO DEL BIOABSORBENTE Y DE LA DENSIDAD
CELULAR

Igwe y Abia [56], referencian el efecto que generan los diferentes tamafios de los
adsorbentes empleados en la capacidad de adsorcion. Siendo asi, un area
superficial grande proporcionaria una gran capacidad de adsorcién [85]. Dicho
patrén de respuesta fue evaluado en los resultados del experimento con L. minor,
principalmente en el T1, a partir de la eficiencia de bioadsorcion, FAD y AF; y
reafirmado con la correlacion positiva, evaluada entre el AF y la eficiencia de
bioadsorcién (%bioadsorcién), y en la cual, una mayor AF favorece una mayor

tasa de bioadsorcion (Figura 2a, b, d; 5a; 8a).

Nuestros resultados demuestran, que la concentracién del alga evaluada a partir
de su densidad celular, afectan la cantidad de metal que se puede remover del
medio. Las mayores eficiencias de bioabsorcion y bioadsorcion evaluadas durante
los primeros cuatro dias del experimento con Chlorella sp, y su gradual reduccién
con el incremento del tiempo de exposicidon, coinciden con el trabajo de Fourest y
Roux [37], realizado con micelio de Rhizopus arrhizus, y a partir del cual le
atribuyen la responsabilidad del decrecimiento en la remocion del metal, a la
reduccion de la concentracion del metal en la solucion. Tam et al. [115],
reportaron mayor remocion de cobre (Cu), con menores densidades de C.
vulgaris, y un decrecimiento significativo en la remocion al incrementar la densidad

del in6culo. Asi mismo, encontraron que la cantidad de Cu adsorbido y absorbido
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por la biomasa de C. vulgaris, durante las cuatro horas de reaccion, decrecié con
el incremento de la densidad de la biomasa. Nuestros resultados son consistentes
con dicha respuesta, para el T1, probablemente asociado a la reduccion limitante
en la concentracién de Mn?* en el medio. Es asi, que se ha propuesto que puede
haber un limite superior en la concentracion de Mn?*, debido a que la
concentracién inicial del Mn?* en el medio, decrece con el crecimiento de las algas
[64]. Basado en ello, la concentracidn inicial inoculada de Chlorella sp, en nuestro
trabajo, fue significativamente eficiente en su capacidad de biorremocion del Mn;
el T1 presenté de manera significativa dicho patron, y redujo su RGR, mientras
que el T2, presenté una RGR constante en el tiempo, e igualmente, presentd una
menor disponibilidad de Mn®" en el tiempo (Figura 4a, b; 7d). De igual manera,
dicho patron de respuesta, se evalud positivamente, en la correlacion negativa
establecida a partir de la prueba de Pearson, entre la densidad celular y la
eficiencia de bioabsorcién; en la cual, y principalmente en el T1, con las menores
densidades celulares, se presentaron las mayores tasas de bioabsorcién, y una
reduccion significativa con el incremento en la densidad celular logrado

posteriormente en el tiempo (Figura 5b).

Aksu y Kutsal [3], evaluaron este mismo patron y concluyeron que debido a la
agregacion de las células, producto del incremento en la densidad celular, se
afectaria la capacidad de remocion al reducir el area efectiva para la adsorcion.
Donmez et al. [29], en su trabajo con C. vulgaris, Scenedesmus obliquus vy
Synechocystis sp, hallaron que al incrementarse la densidad celular, se puede
incrementar la remocion del ion metalico, pero decreceria la capacidad de
equilibrio (geq = mg del ion metalico removido g™ del alga). A concentraciones mas
altas, efectivamente la agregacion celular, reduciria el area efectiva de adsorcion.
Sin embargo, bajo altas concentraciones de biomasa, se evalué una rapida
adsorcion, producida cuando las concentraciones del metal son bajas, que cuando
la concentracion celular es baja. C. vulgaris, incrementé la adsorcién de Cu?*y

Ni?*, al incrementar su biomasa, a un mayor grado que, Scenedesmus. obliquus y
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Synechocystis sp. Este Ultimo patron de respuesta, corresponde con los
resultados evaluados en Chlorella sp, en el T2, en el cual, la mayor eficiencia de
biorremociéon se produjo entre los dias 12 y 16, etapa en la cual la concentracion
del Mn®* en el medio fue baja, y coincidié con un momento en el cual la microalga,
lograba un incremento en su densidad celular significativo respecto al T1, una gran
densidad de biomas, en un momento con muy poco Mn?*, pudo estimular una
rapida y significativa adsorcién del Mn** del medio; dicho patrén puede verse
durante el dia 12 en la eficiencia de adsorcion y en la magnitud del FAD (Figura 4
b, d; 8b, d).

El principal mecanismos de biorremocion evaluado en nuestro trabajo en Chlorella
sp, fue su significativa bioabsorcion, y esta se reduce con el incremento de la
densidad celular, significativamente en el T1 (Figura 5b). Sin embargo, el patron
de respuesta de Chlorella sp en el T2, es contrario al del T1, logrando las mayores
y significativas eficiencias de remocion del Mn?*, a mayores tiempos de exposicién
y mayores densidades celulares. Es probable que un factor asociado a dicho
patrén de respuesta sea la competencia interespecifica. En el T1, el medio no fue
esterilizado, por lo tanto, la microalga, crecié en un medio que compartia con otros
microrganismos (Naviculas, bacterias, protozoos como Vorticella sp, Paramecium
Sp, Y organismos como los gastrotricos, entre otros), a diferencia del T2, en el cual
el agua fue esterilizada y se presentd ausencia de competencia. La competencia
interespecifica, por la depredacién y por los nutrientes, y en ellos el Mn?*, pudo ser
un factor adicional estimulante en el incremento de la eficiencia y capacidad de
consumo del Mn%, asociado a un elevadas tasas de crecimiento en el T1, durante
los primeros dias de exposicion al medio; y por lo contrario, para el T2, con
ausencia de competencia, los nutrientes, como el Mn®*, pudo adsorberse y
absorberse en menores porcentajes a lo largo del experimento, pero durante los
dias 12 y 16, debido al incremento significativo en la densidad celular, pudo
alcanzar las mayores eficiencias en la biorremocion (Figura 4a, b, 8b, d). Este tipo

de mecanismos estimuladores de un mayor consumo de un nutriente dado, se ha
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evaluado en el consumo de nitrégeno, entre el Halimeda incrassata y el pasto

marino, Thalassia testudinum, bajo competencia interespecifica [14].

4.4 APROXIMACION AL MECANISMO DE BIORREMOCION

L. minor y otras macrofitas como L. gibba, emplean como principal mecanismo de
remocion, la rizofiltraciébn, mecanismo a través del cual, la planta en suspension,
emplea su raiz para remover sustancias toxicas y el exceso de nutriente, mediante
la absorcidén y adsorcion de los mismos [52]. La adsorcién a la superficie de las
raices o de la planta, las translocacion y la acumulacion intracelular han sido
descritos como los principales mecanismos bajo el sistema de macrofitas flotantes
[95]. El estudio de biorremocion del plomo (Pb?*), en comparacién al Mn, esta
ampliamente descrito; es asi, que se ha reportado, que en las plantas vasculares,
se adsorbe y acumula el Pb®" principalmente en la raices y del cual sélo una
pequefia parte es translocada a la parte aérea [96]. Se ha reportado que la mayor
parte del Pb®" biorremovido a partir del medio, por Eicchornia crassipes (57 —
77,5%), quedod en sus raices [93]. Los resultados evaluados en nuestro trabajo en
L. minor, corresponden con el mecanismo resefiado con anterioridad para
Eicchornia crassipes, hallando a la alta capacidad de bioadsorcién de Mn*" como
el principal mecanismo empleado para biorremover el metal a partir del medio. Es
necesario realizar el estudios de compartimentalizacion, a partir de los cuales, se
discrimine, y cuantifique la capacidad de biorremover Mn?*, tanto por la raiz, como
por el cuerpo de la planta. Evaluando la capacidad de alterar la eficiencia del
mecanismo de adsorcién y absorcién del Mn?*. Es asi, que evaluamos en el T1, la
inversion en la potencialidad de dichos mecanismos en el tiempo (dia 16), mayor
eficiencia de bioadsorcién (dias 4 — 12), y mayor eficiencia de bioabsorcién (dia
16) (Figura 2a).
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Las microalgas han demostrado tener una gran capacidad de union a metales
pesados [87], debido a la presencia de polisacéridos, proteinas y / o lipidos en la
superficie de sus paredes celulares, los cuales contienen grupos funcionales
cargados (ejemplo: amino, hidroxilo, carboxilo y sulfato) que puede atraer, y por lo
tanto actuar como sitios de union para los metales [8, 43]. Las interacciones
competitivas entre los nutrientes y los metales inhibidores, ha sido evaluado en
gran variedad de algas. De tal manera, que la presencia de ciertos metales en el
agua, puede afectar el consumo de otros; es asi, que en el consumo de
manganeso, se ha demostrado que se puede unir y transportar a un nimero de
metales quimicamente similares, incluyendo al cadmio, y posiblemente al zinc y al
cobre [45, 112]. Se ha evaluado la existencia de unién competitiva entre el cadmio
y el manganeso en Chlorella pyrenoidosa [112] y entre el zinc y el manganeso en
Chlamydomonas [113]. A partir de esto, una causa adicional y no evaluada, de la
limitada remocién del Mn®" por parte de Chlorella sp, pudo ser la presencia de
otros metales pesados, lo cual pudo interferir en alguna medida en su capacidad
de adsorcién y absorcion del Mn®*; las muestras de aguas residuales a partir de
las cuales se desarroll6 el proyecto, corresponden al efluente de una central
térmica, y dichas aguas se caracterizan por la presencia de multiples metales. En
estudios y caracterizaciones del efluente del cual provinieron las muestras, se ha

evaluado la presencia de Fe, Zn, B, Cd y Hg, acompafiando al Mn.

Los sitios de unién y coordinacién de las proteinas de transporte, no son del todo
especificos para los metales nutritivos (Mn, Fe, Zn, Co, Cu, Mo, Mg), y por lo
tanto, se pueden unir y transportar metales no nutritivos o toxicos. La
competencia por los sitios de transporte de membrana y por los sitios de unién
metabalicos intracelulares, puede influir sustancialmente en la absorcion tanto de
metales toxicos, como de metales nutritivos, reduciendo las tasas de captacion del
metal nutritivo y afectando el crecimiento de la microalga [113]. Las células
regulan la tasa de absorcion de metales nutrientes para mantener sus

concentraciones intracelulares en los niveles Optimos necesarios para el
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crecimiento y metabolismo [111]. Asi mismo, los iones divalentes Mg?*, zn*" y
Cd?*, pueden reducir, e inhibir el transporte de Mn®" hacia el interior de las
microalgas, al establecer competencia por los sitios de union disponibles
(proteinas de membrana) para su transporte. Dicho evento, indica que el Mn*",
Mg®, Zn** y el Cd?**, pueden entrar a las células empleando un sistema de rutas
comunes, con diferentes afinidades para cada metal [39]. Hart et al. [45]
describieron la competencia entre Mn®* y Cd** para un sistema de captacion
comun en Clorella pyrenoidosa; y en el cual se tiene una afinidad diez veces
inferior para el Mn?*. La competencia entre Zn** y Cd** para un sistema de
captaciéon comun también se ha descrito en C. fusca [78] y C. vulgaris [117]. Las
interacciones de competencia entre los metales de nutrientes e inhibidores son
comunes y se han identificado en el fitoplancton entre Mny Cu, Mny Zn, Mn y Cd;
Zny Cu [103, 114].

Chlorella sp, potenci6 como principal mecanismos de remocion su significativa
capacidad de bioabsorcion del Mn?*. Mecanismo correlacionado negativamente
con la densidad celular (Figura 8b). Chlorella sp, present6 una alta capacidad de
biorremover Mn?* mediante absorcién de Mn?*. Al parecer, a mayores
concentraciones en la disponibilidad de Mn**, Chlorella potencia su capacidad de
absorber y acumular dicho micronutriente, empleandolo para sus procesos
metabdlicos, y al reducirse la concentracion del metal en el medio, en el tiempo,
iguala los dos mecanismos (absorcion y adsorcion) (Figura 8b; d; 9). Mecanismo
que relacionamos a las mayores RGR evaluadas durante los primeros dias, las

cuales declinan en el tiempo (Figura 8d).

4.5 MANGANESO Y SU EFECTO EN LOS PIGMENTOS FOTOSINTETICOS Y
CRECIMIENTO DE L. minor Y Chlorella sp
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Lizieri et al. [73], evaluaron una reduccion significativa en el contenido de clorofilas
totales en Azolla caroliniana, Salvinia minima y Spirodela polyrhiza, a partir de
concentraciones excesivas de Mn (0,05; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4 mM), asi, como una
reduccion en el contenido de carotenoides en A. caroliniana. (27,02 %) y S.
polyrhiza (25,34 %). S. polyrhiza redujo su crecimiento en un 21,34%. Dicha
reduccion de pigmentos fotosintéticos a exposiciones excesivas de Mn?*, ha sido
evaluado de igual manera en plantas terrestres como Pisum sativum (Gangwar et
al, 2010), Hordeum vulgare [27], Glycine max (Wu, 1994) y Phaseolus vulgaris
(Gonzélez et al., 1998). El exceso de Mn**, puede causar deficiencias de hierro y
magnesio, debido a la entrada dentro de las porfirinas, en lugar del hierro y
magnesio [108]. La fitotoxicidad generada a partir de excesos de Mn?', se
manifiestan en la reduccion de biomasa y de la fotosintesis, asi, como con
desordenes tales como el estrés oxidativo [80]. Nuestros resultados, por lo
contrario, evidenciaron un incremento significativo en la concentracion de clorofila
a, b, clorofilas totales, carotenoides, y en crecimiento de L. minor, con el
incremento del tiempo de exposicién y bajo la concentracién de Mn?* evaluada.
Doganlar et al. [28], reportaron para Lemna gibba, una respuesta similar a la
nuestra, con un incremento en la clorofila total y en el contenido de carotenos, a
bajas concentraciones de Mn. El Mn?" es un importante microelemento, y esta
presente como componente de enzimas y como cofactor enzimético. El
incremento en el contenido de pigmentos, en plantas expuestas a niveles bajos de
Mn?*, puede atribuirse a que el Mn?* juega un importante papel como precursor en
la sintesis de clorofilas [101], y por lo tanto, promotor de un crecimiento positivo
de plantas y algas, tal como pudimos evaluar en el experimento con L. minor y

Chlorella sp.

El metabolismo del Mn?* en las microalgas es similar al de las macréfitas. Desde
hace décadas se ha corroborado la influencia que tiene el Mn?* en la fotosintesis
de las algas como Chlorella, y en el cual, a partir de la deficiencia de Mn?*, se

reducen las tasas fotosintéticas [62]. Knauer [65], sefialé que el Mn?* actiia como
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un factor limitante del crecimiento dependiendo de la sensibilidad del alga a la
concentracion del Mn?*, en los cuerpos de agua naturales. Bajo concentraciones
elevadas de Mn?*, se ha evaluado, reduccién del volumen celular total, en
Chlorella stigmatophora (50 mg/l, luego de 12 dias) [25]. Se ha evalud, inhibicién
del crecimiento de Scenedesmus quadricaudata (5 mg/l, luego de 12 dias); y la
reduccion total de las clorofilas a 1,9 mg/l, luego de 12 dias [33]. Nuestros
resultados, permitieron establecer para Chlorella, que para los dos tratamientos,
se incrementd la concentracion de clorofila a, b, totales y carotenoides totales,
durante los primeros ocho dias de exposicién al agua residual con Mn%, y
redujeron gradualmente su concentracién entre los dias 12 y 16 (Figura 10a, b, c,
d). Tal limitacion en la concentracion de los pigmentos fotosintéticos evaluados
para los dos tratamientos en Chlorella sp, lo atribuimos al déficit del Mn?* en el
medio para dichos dias, lo cual habria limitado la sintesis de pigmentos. Knauer et
al. [64], encontraron resultados similares en la limitacion del crecimiento de
Scenedesmus subspicatus a bajas concentraciones Mn®* (cercanas a 10x10™° M),
asociadas a una reduccién de la concentracién inicial de  Mn®* en el medio se

redujo durante el crecimiento de las algas.

4.6 REMOCION DE LOS SST Y RELACION CON LA PRODUCTIVIDAD DE LA
BIOMASA

Los solidos suspendidos volatiles (SSV), representan la fraccion organica de los
sélidos SST; dicho parametro se correlaciona directamente con la concentraciéon
de microorganismos en el agua, y se ha empleado para monitorear la biomasa de
C. vulgaris de manera indirecta [76, 118]. En nuestro trabajo sustrajimos el peso
evaluado de los SSV de los SST, para poder encontrar la real reduccion de los

SST asociados a la carga contaminante, a lo largo del tiempo.
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Especies del género Lemna, se caracterizan por tener un rapido crecimiento, alta
tolerancia a altas cargas organicas y a elevadas concentraciones de
micronutrientes, por tener una alta capacidad de absorcién, de consumo de
minerales y nutrientes. En sistemas de tratamiento de aguas residuales la lenteja
de agua, elimina por bioacumulacion, hasta un 99% de los nutrientes y de sélidos
disueltos; logrando reducir significativamente los SST y la DBO debido a la
reduccion en la luz solar en las lagunas [109]. Los elevados valores en la
eliminacién de nutrientes, son el resultado directo de su rapido crecimiento y de su
elevado recambio [83]. Reeta et al. [100], evaluaron una significativa reduccién en
los SST, y en nutrientes, empleando la macrdfita Eichhornia crassipes y la lechuga
de agua (Pistia stratiotes). Asociado al proceso, evaluaron un incremento en los
SST a patrtir del crecimiento de algas. Nuestros resultados corresponden con los
resultados de estos trabajo, ya que evaluamos una alta remocién de los SST, a
partir de L. minor. Bouali et al. [11], evaluaron una eficaz y positiva remocion de
SST (77,7+16,3%); remocidén conjunta entre la lenteja de agua y microalgas, un
proceso inicial con L. minor, continuado por la accién conjunta de tres microalgas,
Chlorella sp, Scenedesmus sp y Euglena sp, mediante tratamiento terciario en
aguas residuales in situ. Dichos resultados son totalmente afines a los nuestros, y
evaluados en la significativa remocion de SST realizada por L. minor, a partir de la
cual, removio en el T1 un 80,4045,57 %; y un 62,82+4,23 % en el T2, luego de 16
dias de exposicion. Dichos resultados corroboran que L. minor es una planta con
una gran capacidad de remover SST, y asociado a ello nutrientes y en nuestro
caso Mn*". Chlorella sp, incrementa su densidad con el incremento en el tiempo
de exposicion, y como era de esperar al no estar inmovilizada, como en el caso de
Boali y colaboradores, incremento el valor de los SST, pero al sustraer los SSV,
del valor de los SST, pudimos ver, que si se realiza este tipo de sustraccion del
componente alga, podemos obtener un patron de reduccién del componente
contaminante que hace parte de los SST, encontrado asi una remocion del 19,45

% en el T1, y del 34,13% en el T2; Para una remocion conjunta y total del 99,85%
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y del 96,95 % en los tratamientos 1 y 2 respectivamente. (Tabla 4; Figura 5a, b;
11).

L. minor, y otras macrdfitas flotantes, disminuyen la produccion de algas, ya que
compiten eficientemente por los nutrientes y se extienden sobre toda la superficie
del agua, restringiendo la penetracion de la luz, y por lo tanto, limita la fotosintesis
de las microalgas [44]. Por lo tanto, a partir de dicho mecanismo, reduce el
aporte bioldgico que las microalga generan en los SST, al crecer; por lo tanto, aun
cuando se evaluo la presencia de microalgas en el medio durante el ultimo dia de
muestreo (dia 16) en el experimento con L. minor, el aporte en poblacion de las
microalgas fue minimo, acorde a lo resefiado con anterioridad. No estando
presente la macrofita en el control con agua residual y sin inéculo, permitid que
prosperara una mayor poblacion de Chlorella sp en el tiempo. L. minor, es un
organismo altamente eficiente en la remocién de SST, asi, mismo el estudio en
Chlorella sp, permiti6 conocer el aporte que representan las microalgas en los
SST, y como al sustraer dicha cuantia, permite conocer, su capacidad de

remocién de los demas componentes de los SST (Figura 7).

Es importante resefiar, que el control con agua residual sin inéculo, no recibio
medio nutritivo, por lo tanto, el crecimiento evaluado de Chlorella en el tiempo fue
muy leve, probablemente, debido a la limitante nutricional. Las remocién del
38,42% de Mn?" y del 41,31% de SST, evaluada en el control, pudo estar
relacionado a dicho medio sin inoculo, presenté una gradual contaminacion por
Chlorella sp, evaluada desde el dia 16 del experimento con L. minor, y la cual se
incrementd posteriormente al iniciar el experimento con Chlorella sp. Dicha
poblacion de microalga, se reprodujo levemente, y junto con los demas
microorganismos en el medio, estimularon una remocién significativa, de Mn?*, y
en alguna medida de SST,; dicho evento incidental, permite reafirmar la

significativa capacidad de Chlorella sp, de remover eficientemente Mn?*.
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4.7 EFECTO DEL PH Y LA TEMPERATURA EN LA BIORREMOCION DEL MN?*
Y DE LOS SST

El pH y la temperatura, no fueron variables ajustadas en nuestro experimento, por
lo tanto, debido a que dentro de los propésitos de la investigacion estan los de
conocer bajo un acercamiento a lo que puede ocurrir en campo abierto, en la
fluctuacion de dicha variables. La temperatura del laboratorio fue controlada, de
tal manera que se asemejara a la condicion natural a la temperatura de la region

de la cual procedieron las muestras de agua residual (Tabla 2).

La temperatura tiene gran relevancia en el crecimiento celular y en la sintesis
metabdlica, es asi, que se ha reportado para Chlorella una temperatura 6ptima
para su crecimiento de 30 — 35°C [21]. A pesar de que las temperaturas en el
medio fueron inferiores a dicho valor, Chlorella sp, crecié sin evidenciar algun
grado de inhibicion (Tabla 2). Zimmo et al. [125], hallaron que los estanques con
microalgas, los valores de pH fueron generalmente superior a 8,0, comparado con
estanques con Lemna, en donde, el crecimiento de la lenteja de agua, impide
significativamente la fotosintesis de las algas, y como resultado presentaron
valores mas bajos de pH. Dichos hallazgos son afines con los resultados
evaluados en los experimentos con L. minor y Chlorella sp; con valores de pH
cercanos a 8 (T1: 7,85; T2: 7,97) en el experimento con Chlorella sp, y valores
mas bajos en L. minor (T1: 7,10; T2: 7,11) (Tabla 2). Los valores del pH y de
temperaturas evaluados en el agua de los reactores para los dos tratamientos
estuvieron dentro de los rangos de tolerancia para L. minor. L. minor, tiene una
temperatura 6ptima en un rango de 18 — 24°C (ISO/WD 20079) [57], asi, como de
un pH de 5,6 — 7,5 [84] (Tabla 2).
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4.8 REVISION LITERARIA DE OPCIONES TECNOLOGICAS PARA EL
MANEJO DE LA BIOMASA RESIDUAL

La estimacion del tiempo de cosecha y del manejo de la biomasa seleccionada
para procesos de biorremocién de metales pesados, es trascendental para la
rentabilidad y el establecimiento exitoso de proyectos de biorremediacion de
metales pesados in situ, y a gran escala. Debido a la gran cantidad de biomasa
producida durante dichos procesos, se necesita de una eliminacion y manejo

adecuado de dicha biomasa [40].

Entre las limitaciones de los sistemas con macrofitas flotantes, se encuentra la
capacidad limitada de acumular biomasa. Esto obliga a hacer retiros periédicos de
dicha biomasa, para permitir el crecimiento de las plantas emergentes, y optimizar
la captura de algunos componentes del agua residual [35]. En la literatura, se ha
reportado el potencial uso de la biomasa residual de los procesos de biorremocion
de metales pesados, en posibles usos que puedan proveer de algun tipo de
recurso econémico [46]. Lemna minor, por ejemplo, posee un gran potencial como
recurso econdémico, ya que por su alta digestibilidad, es tan buena o mejor que el
pasto para nutricion de animales. Ademas, su pequefio tamafio y su naturaleza
flotante facilitan la cosecha, traduciéndose en bajos costos [79]. En la literatura se
han sefialado posibles usos para la biomasa, tales como la incorporacién como
fertilizante en la tierra o compost, la manufactura de carton, la produccion de
combustibles, o también el uso como material absorbente de colorantes y metales
pesados [24]. Martelo y Lara [79], reportaron, como el Jacinto de agua (Eichhornia
crassipes), puede ser sometido a digestion anaerobia, para asi producir metano;
posibilidad de compostaje, para una disposicién posterior sobre el suelo; el secado

al aire y la posterior disposicion en un relleno sanitario; y de la incineracion.
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Algunos autores como Kumar et al. [69] y Garbisu y Alkorta [38], han propuesto al
compostaje y a la compactacién, como tratamientos para la biomasa post
cosecha. Estudios llevados a cabo por Hetland et al. [48], mostraron que el
compostaje puede reducir significativamente el volumen de la biomasa cosechada,
sin embargo, dicha biomasa y el lixiviado, estaran contaminados por el metal, y
todavia requeririan de tratamiento antes de su eliminacién. Blaylock y Huang [10],
proponen a la compactacion de la biomasa residual cosechada a partir de
procesos de la fitoextracccion de metales, como un método efectivo para el
manejo de dicha biomasa. La pérdida de peso seco total, de la biomasa vegetal
contaminada por la compactacion, es ventajosa, ya que genera un menor costo de
transporte a una instalacién de eliminacién de residuos peligrosos [40]. Tanto la
compactacion, como el compostaje, generan beneficios similares; y en los cuales,

el lixiviado producido, debera ser recogido y tratado adecuadamente [40].

Un método potencial para la utilizacion de la biomasa residual producida a través
de la fitoextraccion, es la de integrar la fitorremediacion a procesos de conversion
termoquimica [40]. Si la fitoextraccién se pudiera combinar con la generacion de
biomasa y esta se utilizara comercialmente como una fuente de energia, entonces,
se podria integrar esta Ultima etapa en una operacion con fines de lucro, y las
cenizas residuales, se podrian emplear en biomineria [17]. Nicks y Chambers
[92], reportaron un segundo uso potencial de las plantas hiperacumuladoras para
obtener beneficios econdmicos en la industria minera.  Esta operacion,
denominada fitomineria, incluye la generacion de ingresos mediante la extraccién
de metales pesados comercializables, acumulados en las cenizas de la biomasa

vegetal, proceso conocido también como biomineria [40].

La combustion y la gasificacion son las rutas mas importantes para la generacion
de energia eléctrica y térmica. La recuperacion de esta energia a partir de
biomasa por medio de la combustidon o gasificacion, podria ayudar a que procesos

como la fitoextraccion sea mas rentable [40]. La conversion termoquimica de la
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energia, es el mecanismo que mejor se adapta para el manejo y utilizacion de la
biomasa residual de la fitoextraccion, ya que se puede obtener una biomasa
contaminada con metales de alta toxicidad, lo cual impediria que dicha materia
organica se pudiera utilizar como forraje o como fertilizantes. Raskin et al. [99]) y
Bridgwater et al. [15], han reportado a la combustién, como un método opcional
para la eliminacion de la biomasa residual producida en procesos de biorremocion
de metales pesados. La combustion, es un método crudo en el cual se quema de
biomasa, el cual debe realizarse bajo condiciones controladas, y en el cual, se
logra una reduccién del 2 — 5% del volumen de biomasa; en el cual, se requerira
una eliminacion adecuada de las cenizas generadas. Dicho método no es
favorable para el medio ambiente, ya que los gases y particulas liberadas en el
proceso, pueden ser perjudiciales (dependiendo del metal presente); a través de
dicho método, sélo se logra la reduccion del volumen de materia organica, y el
calor producido en el proceso se pierde [40].

La gasificacion es el proceso mediante el cual la biomasa puede ser sometida a
una serie de cambios quimicos, que pueden producir un gas combustible con altas
eficiencias térmicas. Esta mezcla de gases llamada piro-gas, puede ser quemado
para la generacion de energia térmica y eléctrica [40]. El proceso de gasificaciéon
de biomasa en un gasificador, es un fendmeno complejo, el cual involucra el
secado, calentamiento, la descomposicion térmica (pirdlisis), la gasificacion, y las
reacciones quimicas de la combustién; procesos y reacciones que ocurren

simultaneamente [58].

Hetland et al. [48], reportd la posibilidad co-combustién (co-firing) de la biomasa
vegetal, junto con carbén; es asi, que sus resultados, sugirieron que la
incineracion reduce la masa del material vegetal contaminado con plomo, en mas
de un 90%, y en el cual el plomo se encontrara dividido en las cenizas. A partir
de esto, es posible reciclar el residuo del metal presente en las cenizas, pero, sin

embargo, no hay estimaciones del costo o de la viabilidad de este proceso [99].
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Los metales liberados, permanecen en la escoria, la tecnologia de limpieza
moderna de los gases de combustidén, aseguran la captura efectiva del polvo que
contiene el metal (cenizas). Comparado con otras tecnologias para la disposicion
y eliminacion de este tipo de contaminantes, este método es ambientalmente

amigable [40].

Bridgwater et al. [15], informaron de que la pir6lisis es un nuevo método para el
tratamiento de desechos municipales, el cual puede también ser utilizado para
material vegetal contaminado. La pirolisis descompone el material bajo
condiciones anaerbbicas. Bajo este mecanismo, no hay emisiones al aire. Los
productos finales, son el aceite del fluido pirdlico y el coque; los metales pesados
permanecerian en el coque, el cual podria ser utilizado en la fundicién. Koppolua
et al. [67], informaron de que el 99% del metal recuperado, se concentré en el
residuo carbonoso formado por la pirolisis, a partir de la biomasa

hiperacumuladora sintética, usada en un reactor a escala piloto.

En nuestra opinion, dependiendo del tipo de contaminante o metal pesado
asociado a la biomasa, se debe establecer el método apropiado para la
disposicion de dicha biomasa. Si la biomasa por ejemplo, bioacumul6 en sus
tejidos, metales como el Mn** y el Fe?*, entonces dicha biomasa poseerfa un gran
potencial para ser empleada como un abono a utilizarse en la agricultura. Pero,
en el caso de las aguas residuales industriales, como es nuestro caso, dichas
aguas suelen presentar mezclas de diversos metales, entre ellos, algunos de gran
toxicidad como son el Cd, As, Cr, entre otros; por lo tanto, en estos casos la
biomasa debera ser tratada de manera diferente. Una manera de utilizar dicha
biomas puede ser en la industria del biodiesel, siempre y cuando no esté presente
el Hg, ya que dicho metal podria volatilizarse y liberarse nuevamente al ambiente.
Un método adicional, para el manejo de biomasa residual contaminada con
multiples metales pesados, seria el uso de dicha biomasa en la elaboracion de

materiales de construccion, reteniendo dichos metales durante décadas en
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estructuras.  Solo, a partir de la exploracion de las diferentes opciones
tecnologicas, a partir de la experimentacion, y del metal o metales presentes en la
biomasa residual, permitiran elegir el método idéneo de remocién y de reciclaje

del metal problema.
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5. CONCLUSIONES

La definicion de un organismo hiperacumulador no lo determina netamente el valor
hallado a partir de los indices como el FAI, FAD y FBC, si no, de la correlacion de
dicho valor, y de la toxicidad de cada metal pesado. La mayor parte de la
literatura en la cual se evalué la remocion del Mn, corresponde a plantas; Chlorella
sp y L. minor, aun con mecanismos similares en la utilizacion del Mn?*, debido a
su tamafio y hébito probablemente discrepen mucho en su tolerancia al Mn?*,
frente a una planta superior. Sélo conociendo los limites de tolerancia al Mn?* en
L. minor y Chlorella sp, asi como en organismos similares, permitirian establecer
un valor especifico en el FBC vy determinar la real potencial como
hiperacumulador. Con la pobre literatura hallada sobre la biorremediacién de Mn?*
en macrofitas y microalgas, es complejo poder definir qué tan hiperacumulador es
L. minor y Chlorella sp. Aun asi, los indices FAI, FAD y FBC, permiten tener una
aproximacién a las capacidades de biorremocién del Mn?*, por parte de los
organismos valorados, insinuando que L. minor posee la capacidad de

hiperacumular Mn?*.

Al comparar los resultados de la eficiencia de biorremocién del Mn®* por parte de
Chlorella sp, se evalué una mayor tasa en el T2, sin embargo los resultados del
FBC fueron contradictorio con dicho resultado. Dichos resultados nos permiten
concluir que al estudiar la biorremocién de un metal pesado, basados sélo en su
cuantificacion puntual o en porcentajes, se puede incurrir en subestimaciones de
la real eficiencia del organismo; es mas confiable una correlacion de dichas
valoraciones, con indices como el FBC, FAIl y FAD, los cuales toman en cuenta, la
relacion del peso del metal removido con la concentracién de biomasa que se
utilizé en ello. En el T2, Chlorella sp, presentdé una mayor eficiencia de remocion,

mayor velocidad de eliminacion y adsorcion; sin embargo, el T1 fue igualmente
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eficiente, ya que con una menor biomasa y AF, removié una mayor cantidad de

Mn?*, eso si, a menor velocidad.

A partir de los resultados evaluados, L. minor logré su mayor remocién del Mn?* en
el agua residual sin esterilizar (T1), lo cual nos muestras la gran capacidad e
competencia y tolerancia que tiene dicho organismo (remocion del 66,47%); por el
contrario, Chlorella sp, logr6 su mayor biorremocion en el medio que fue
esterilizado (T2: 66,29% de remocidn), esto pudo ser causa de: a) fue el medio
con mayor concentracion de Mn®* de entrada, ya que fue el medio donde menor
Mn?* fue removido por L. minor; b) en el medio del T2, no habia competencia con
otros organismos, lo cual si ocurri6 en el T1. Porcentualmente, Chlorella sp,
removié un bajo porcentaje respecto a la concentracion original del agua residual,
pero respecto a la concentracion inicial que recibio, luego del proceso de remocién
realizado por L. minor, fue altamente significativo; por lo tanto, Chlorella sp, es un
organismo eficiente en la biorremocion del Mn?*, pero dicha eficiencia depende de
una concentracion limite, requiere elevadas concentraciones del metal pesado,

para que se estimule su mayor remocion.

L. minor, demostrd ser un organismo altamente eficiente en la remocion de SST,
logrando una remocién del 80,40 %. Dicha remocion significativa, se correlacion6
positivamente con el AF. Mayores AF estimularon un mayor % de bioadsorcién.
Con un mayor tiempo de exposicion pudo alcanzar una mayor remocion. El AF se
correlacion6 negativamente con la mayor remocion de los SST. A mayor AF,

menor presencia de SST, por lo tanto, mayor eficiencia en la remocion.

La falta de literatura hace dificil poder comparar y concluir con mayor certeza
sobre el desempefio de los organismos evaluados. Sin embargo, la utilizacién
simultdnea de las eficiencias de absorcion, adsorcion y biorremocion, en conjunto

con los indices FAI, FAD y FBC, fue significativamente favorable en la capacidad
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de entender y valorar las capacidades que L. minor y Chlorella sp, tienen en su

capacidad de biorremediacion.

Chlorella sp, se satur6 de Mn?*, el dia 12, por lo tanto, para lograr una mayor
remocion del metal, se podria cosechar la microalga cada 12 dias. De igual
manera, L. minor se saturo con Mn?*, el dia 8, por lo tanto, este deberia ser el
tiempo o frecuencia a partir del cual se podrian cosechar las plantas, y repetir la
inoculacién y estimular una mayor depuracion. L. minor y Chlorella sp,
presentaron una significativa tolerancia al Mn**, y a la competencia con otros
organismos en el T1; la significativa capacidad de remocién de Mn?* y SST en
dicho medio, infiere una potencialidad promisoria de dichos organismos para tener

en cuenta en la depuracién de aguas residuales.

Nuestros resultados evaluaron una significativa capacidad de remocién del Mn?*
por parte de L. minor, y en una menor medida de Chlorella sp; en conjunto dichos
organismos removieron un 74,20% enel T1y 77,38% en el T2, de Mn?*. L. minor,
logro una significativa remocién del 80,40 % de los SST. L. minor, es altamente

eficiente en la remocién de Mn?* y de SST.
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6. RECOMENDACIONES

Realizar una evaluacion de los niveles de tolerancia minimos y maximos del
Mn?*, en L. minor y Chlorella sp, bajo diferentes concentraciones del metal,
y con diferentes concentraciones de inéculo

A patrtir del establecimiento de los rangos de tolerancia de L. minor, evaluar
su real capacidad como organismo hiperacumulador.

Establecer experimentos complementarios bajo sistema discontinuo y
continuo, para valorar la alteracion de las eficiencias, y evaluar el
comportamiento de L. minor y Chlorella sp, bajo un sistema distinto.

Evaluar la posibilidad de establecer un piloto a mayor escala in situ, y
valorar la alteracion que las variables ambientales pueden generar en el
comportamiento de L. minor.

Investigar cual es la fraccién o la tasa de consumo del Mn** que L. minor
absorbe y utiliza en sus procesos celulares, para discriminar si acumula el
metal y luego lo expulsa, como sucede en algunos organismos y para otros
metales; o si por lo contrario, al ser un micronutriente, va consumiendo el
Mn?* que absorbio.

Hay que establecer si la fraccion de Mn®* que se adsorbe, posteriormente
se trasporta por absorcién al interior de la planta, o si permanece adherido.
A patrtir, de los resultados de los dos puntos anteriores, definir, si se justifica
cosechar las plantas y realizar desorcién para tratar de recuperar el Mn®*, o
si por lo contrario, es mejor incrementar los tiempos de exposicion y permitir
un mayor consumo del metal.

Abordar los estudios de biorremediacion de metales pesados, empleando
nuestra perspectiva, y utilizar simultaneamente los porcentajes o eficiencias
de boioabsorcién, bioadsorcion, biorremocion, junto con los indices FAl,
FAD y FBC, junto con estudios de cinética mas fuertes, pueden permitir
entender mejor los mecanismos empleados en estos procesos fisioldgicos y

quimicos.
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Realizar un mayor numero de muestreos, para lograr establecer con
estudios de correlaciones con mayor fortaleza.

Evaluar la posibilidad de ajustar los modelos de cinética a una evaluacion a
lo largo del tiempo, y no solo en la fase estacionaria.

Realizar experimentos a mayor escala y muestreando un mayor peso de
biomas, ya que es compleja la cuantificaciéon de pesos, cuando se trabaja

con poca biomasa.
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