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RESUMEN

TITULO: BIORREMEDIACION DE SOLIDOS TOTALES, SUSPENDIDOS Y
DISUELTOS EN AGUAS RESIDUALES DE UNA CENTRAL TERMICA,
MEDIANTE EL USO DE Lemna minor Y Chlorella sp*

AUTORES:
TOLOZA Moreno Olmer Julian**

PALABRAS CLAVE: Biorremediacion, Lemna minor, Chlorella sp, solidos,
crecimiento, aguas residuales.

La contaminacion del agua por sedimentos y demas particulas insolubles en suspension, pueden
disminuir la actividad fotosintética en el agua y alterar el equilibrio bidtico lo que afecta
negativamente los ecosistemas y recursos naturales. En el presente trabajo se propuso un sistema
de biorremediacion de aguas residuales de una central térmica, que incluyé el uso de la macrofita
Lemna minor y las microalgas Chlorella sp para mitigar la contaminacion de los sélidos en el agua.

Se establecié un sistema con dos ciclos consecutivos de biorremediacion, iniciando con L. minor, y
continuado con Chlorella sp, cada uno se mantuvo durante 16 dias de exposicién al agua residual.
Se establecieron dos tratamientos; el T1 con agua residual mas inéculo de espécimen, y el T2 con
agua residual esterilizada, méas inéculo de espécimen; de igual manera se establecié un control.
Con las microalgas se determinaron los sélidos suspendidos volatiles y fijos (solidos suspendidos
totales reales) ademas de los sélidos totales y solidos disueltos totales. Se evalué la cantidad de
solidos removidos, y el efecto de algunos parametros que indican el crecimiento de las dos
especies.

Lemna minor presento una mayor eficiencia en la biorremediacién de los so6lidos suspendidos
totales con valores entre 70% y 90%. Todos los parametros de crecimiento presentaron diferencias
significativas mostrando incrementos en cada uno de ellos.

Chilorella sp presento biorremediacion de los sélidos suspendidos fijos casi en un 100%. En cuanto
a la cantidad de pigmentos hubo disminucion y el parametro peso seco fue alterado
significativamente y fluctué a lo largo de los dias de exposicién al agua residual.

*Trabajo de grado
**Facultad de Ciencias. Escuela de Biologia. Director: Ph.D. KAFAROV Viatcheslav
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ABSTRACT

TITLE: BIOREMEDIATION OF TOTAL SOLIDS, SUSPENDED AND DISSOLVED
IN WASTEWATERS FROM A THERMAL POWER PLANT, THROUGH THE USE
OF Lemna minor AND Chlorella sp*

AUTHORS:
TOLOZA Moreno Olmer Julian**

KEY WORDS: Bioremediation, Lemna minor, Chlorella sp, solids, growth,
wastewaters.

Water pollution by sediments and other suspended insoluble particles may decrease photosynthetic
activity in the water and alter the biotic balance negatively affecting ecosystems and natural
resources. In this paper we proposed a system for bioremediation of wastewater from a thermal
power station, which included the use of macrophyte Lemna minor and the microalgae Chlorella sp
to mitigate pollution of the solids in the water.

Was established a system with two consecutive cycles of bioremediation, starting with L. minor, and
continued with Chlorella sp, each one for 16 days of exposure to wastewater. Were established the
treatments, the T1 had wastewater and specimen inoculum, and the T2 had sterilized wastewater
and specimen inoculum; likewise was established a control. With the microalgae were determined
volatile suspended solids and fixed suspended solids (real total suspended solids) as well as total
solids and total dissolved solids. Was assessed the amount of solids removed, and the effect of
some parameters that indicate the growth of both species.

Lemna minor showed a higher efficiency in the bioremediation of total suspended solids with values
between 70% and 90%. All growth parameters had significant differences showing increases in
each of them.

Chlorella sp showed bioremediation fixed suspended solids almost 100%. Regarding the amount of
pigment was decreased and the dry weight was altered parameter significantly and fluctuated
during the days exposure to waste water.

*Thesis
**Science faculty. Biology department. Director: Ph.D. KAFAROV Viatcheslav
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INTRODUCCION

La contaminacién del agua es un problema que afecta su calidad, por ello el
tratamiento de efluentes es considerado una de las estrategias actuales para el
manejo de la calidad del agua (Salgado-Bernal et al, 2012). Uno de los grandes
contaminantes de las fuentes hidricas es el carbén, una de las principales fuentes
de energia mundial. Sin embargo, las cenizas resultante de la combustién del
carbon la cual contiene por lo general metales pesados (EPA, 2009). Ademas, los
sedimentos y demds particulas insolubles (en el suelo y otros sélidos) en
suspension, pueden también reducir la actividad fotosintética y alterar el equilibrio
bidtico (Miller, 1995), esta es una situacion que altera tanto los recursos naturales,
como los ecosistemas que se ven impactados negativamente por la presencia de
toxicos quimicos en el medio ambiente (Faisal & Hasnain, 2004, Thermal Power
Plants, 2005). En conclusion, las cenizas de carbon, que forman parte de los
sélidos, tienen el potencial de causar dafos fisicos de la salud y el desarrollo, e

incluso contribuir a la mortalidad (Gottlieb et al, 2010).

Las centrales termoeléctricas que producen energia eléctrica a partir de la
combustion de combustibles fésiles se consideran de gran importancia para el
desarrollo de la sociedad en su crecimiento y necesidades a nivel mundial. Debido
a la gran demanda de fuentes energéticas y las alzas en el precio del petroleo y
gasolina, el carbén se posiciona como fuente principal por sus reservas y bajo
costo. Ademas cabe resaltar que en nuestro pais es una importante fuente de
recursos energéticos y economicos (UPME, 2006). En Colombia, la generacion de
energia eléctrica esta representada en un 63,3% por generacion hidroeléctrica, un
32,1% corresponde a generacién térmica (carbén con el 5,22% y gas el 26,84%.) y

4,3% de plantas menores y cogeneracion.
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El termino solidos suspendidos (SS) hace referencia a la masa (mg) o
concentracion (mgL™) de la materia organica e inorganica presente en una
columna de agua de un arroyo, rio o lago depositada como producto de la
turbulencia. Los SS normalmente estan compuestos por particulas finas con un
diametro menor a 62 mm (Waters, 1995), la investigacion ha demostrado que el
transporte, para la mayoria de los sélidos, suele ocurrir por la formacion de
grandes fléculos agregados (Droppo et al, 1997, Droppo, 2001). Asi que, el
término “Solidos Suspendidos Totales (SST)”, es referido a pequefas particulas
de sdlidos dispersas en el agua, no disueltas; residuos no filtrables (componentes
organicos e inorganicos) presentes en una muestra de agua natural o residual ya
sea industrial o domeéstica. Técnicamente descrito y constituido por solidos
sedimentables, solidos en suspension y solidos coloidales, cuyo tamafio de

particula no pase del filtro estandar de fibra de vidrio (IDEAM, 2002).

Existe otra clase de solidos llamados “Solidos Disueltos Totales (SDT)”, que
corresponden al total de residuos solidos filtrables (sales y residuos organicos) a
través de una membrana con poros de 2.0 ym (0 mas pequefios) y comprenden
las sales inorganicas (principalmente de calcio, magnesio, potasio y sodio,
bicarbonatos, cloruros y sulfatos) y pequefias cantidades de materia organica que
estan disueltas en el agua. Los SDT presentes en el agua de consumo proceden
de fuentes naturales, aguas residuales, escorrentia urbana y aguas residuales
industriales (OMS, 2003).

Las concentraciones de SDT se correlacionan positivamente con la productividad
en lagos y al mismo tiempo, los solidos disueltos afectan la penetracion de luz en
la columna de agua, afectando la absorcion selectiva de las diferentes longitudes
de onda en el espectro de luz visible, y por ende alterando de forma negativa la

actividad fotosintética que en ultimas es la que genera el oxigeno necesario para
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la vida acuatica, ocasionando alteraciones en el color y turbidez del agua. Hay una
estrecha relacion entre turbidez y solidos disueltos (Manahan, 2000).

La biorremediacion es un proceso biotecnologico en el que se emplean seres
vivos como bacterias, hongos, plantas superiores, macroalgas y microalgas, para
remover y recuperar contaminantes del medio ambiente. Dicho tratamiento a partir
de microorganismos, se puede realizar mediante cultivos microbianos, puros o
mixtos, con potencial de biotransformar, bioacumular o bioadsorber los
contaminantes (Garza & Coto, 2005), la biorremediacion o biorrecuperacion
también se puede definir como un sistema biol6gico mediante el cual se degradan,
transforman, eliminan o disminuyen los tdxicos contaminantes organicos e
inorganicos, permitiendo descontaminar suelos y aguas contaminadas, a través de
la actividad bioldgica natural de organismos vivos (Levin & Gealt, 1997, Cortén &
Viale, 2006); técnica alternativa a las tecnologias industriales, que permite
recuperar areas contaminadas y tratar residuos industriales y domiciliarios,
mediante el uso de plantas y microorganismos (Madigan et al, 2003), es por esto
que existe un gran interés por el estudio y utilizacion de microorganismos como las
microalgas y bacterias, las cuales se consideran potencialmente Ultiles en la
biorremediacion de compuestos organicos e inorganicos (Mallick, 2002, Suresh &
Ravishankar, 2004).

Las técnicas modernas de biorremediacién utilizan microorganismos para reducir,
eliminar o inmovilizar contaminantes (Lopez et al, 2001), para que estos
microorganismos puedan crecer y desarrollar sus funciones vitales necesitan un
aporte de nutrientes, basicamente carbono, nitrogeno y fosforo; asi como
donantes y aceptores de electrones (Van Cauwenberghe & Roote, 1998).

La ficorremediacion, corresponde a la biorremediacion que implementa el uso de

macroalgas 0 microalgas, para la eliminacion o biotransformacion de
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contaminantes (Olguin, 2003), las microalgas se han utilizado desde la década de
los 60 en diferentes paises para el tratamiento biolégico terciario de aguas
municipales, en canales de aguas poco profundas (Shelef, 1979), actualmente el
uso de las microalgas se ha incrementad y se emplea en tratamientos terciarios
para descontaminar aguas con metales pesados o con alto contenido de
nutrientes y compuestos xenobioticos y también para secuestrar CO, (Olguin,
2003), son potencialmente dtiles en procesos de descontaminacion de aguas
residuales (De-Bashan & Bashan, 2010), efluentes industriales (Oswald, 1998) y
con potencial descontaminacion y recuperacion de metales pesados (Greenee &
Bedell, 1990).

Dentro de la familia Lemnaceae existen cuatro generos (Lemna, Spirodela, Wolffia
& Wolffiella) y 37 especies han sido identificadas hasta ahora, incluyendo la lenteja
de agua Lemna minor (Iram et al, 2012, Rahmani & Stemberg,1999, Jafari, 2011).
La lenteja de agua es una macrdfita acuatica flotante, simple y pequefia, que
posee estructuras verdes individuales (frondas) que flotan, es una planta ubicua
con distribucién en todo el mundo, creciendo en una variedad de climas y en la
superficie de aguas dulces y salobres ricas en nutrientes, asi que todas estas
caracteristicas permiten un féacil aislamiento y reproducciéon en el laboratorio
(Zimmo et al, 2005, Rahmani & stemberg, 1999). Las aplicaciones de la lenteja de
agua en el tratamiento de aguas residuales han sido muy efectivas en la remocion
de nutrientes, sales solubles, materia organica, metales pesados, eliminacion de
solidos suspendidos, exceso de algas, contaminantes de aguas residuales de
refinerias de petroleo, de industrias de galvanoplastia y granjas porcinas,
convirtiéndose asi en bioindicadores del agua (Iram et al, 2012. Azeez & Sabbar et
al, 2012, El-Kheir et al, 2007, Arroyave, 2004, Horvat et al, 2007, Oporto et al,
2006) y en definitiva, el uso de plantas acuaticas como Lemna, representa
tecnologias alternativas y seguras, faciles de manejar que tienen bajo capital y

costos operarios (Obek & Hasar, 2002)
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Las microalgas representan indicadores sensibles de cambios ambientales, como
la base de la mayoria de los ecosistemas marinos y dulceacuicolas (Afkar et al,
2010). Muchas especies de Chlorella (Chlorophyceae) han sido usadas para el
tratamiento de aguas residuales, eliminando residuos toxicos, fosforo, compuestos
nitrogenados, metales pesados y exceso de nutrientes que podrian ocasionar
eutroficacion (Mamun et al, 2012, Valderrama et al, 2002), estas algas pueden ser
usadas en aguas residuales tanto industriales como domesticas (Kaplan et al,
1995). Se empled a Chlorella vulgaris para biorremediacién de aguas residuales
de la industria textil, mostrando eficiencia en la remocion del color en el agua,
patron considerado para medir la calidad del agua y su contaminacién (Lim et al,
2010), también se ha usado para el tratamiento de aguas residuales de la industria

licorera, ofreciendo una alternativa simple y econdmica (Travieso et al, 2008).

En el presente trabajo se evalué la capacidad de biorremocién de solidos totales,
suspendidos y disueltos por parte de Lemna minor y Chlorella sp. Asimismo el
efecto de estos solidos en el crecimiento de L. minor y Chlorella sp; y estimacion
de los sdlidos suspendidos fijos y volatiles y asi evaluar la capacidad de Chlorella

sp en estado libre, de biorremover sdlidos.
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1. MATERIALES Y METODOS

Los experimentos fueron desarrollados en un laboratorio ubicado en el
Invernadero de la Escuela de Biologia y en el laboratorio de Biomasa de la

Escuela de Ingenieria Quimica de la Universidad Industrial de Santander.

1.1 Caracterizacion del agua.

El agua residual fue suministrada por la empresa “Administramos y Transportamos
A.T S.A.S”, y su origen una empresa termoeléctrica colombiana situada en la
ciudad de Santafé de Bogotd (Cundinamarca); debido a normas internas y
politicas de privacidad, la empresa desea la reserva su nhombre. Dichas muestras
fueron caracterizadas en el laboratorio quimico de consultas industriales (LQCI),

en la escuela de quimica de la Universidad Industrial de Santander, (Tabla 1).

Tabla 5. Caracterizacion del agua residual.

Parametro Valoracion Método

Fosforo Total (mg P/L) 0,523 Espectrofotométrico — SM 4500 —P

Solidos Totales (mg/L) 352,000  Gravimétrico — 2540 B

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

Nitrogeno Total (mg N/L) 0,370 Titrimétrico — Kjeldhal — SM 4500
Nt

Se usaron contenedores en acrilico de dimensiones: largo: 62,5 cm; Alto: 50 cm;
Ancho: 40 cm. A los cuales se les acoplé un sistema de aireacién por burbujeo
(tubo-difusor) que permite mejorar la oxigenacion del agua, asi, como la
distribucion de los nutrientes y evitar la sedimentacién de las células. Se us6
iluminacién artificial provista por lamparas fluorescentes de luz blanca de 156

umol.quanta/m?.s, fotoperiodo 12h:12h horas luz-oscuridad.

Los experimentos se realizaron de manera autotréfica, en un cultivo con los

nutrientes aportados por el medio bold basal (anexo 1.) en el caso del control, y en
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un medio con aguas residuales procedentes de una central térmica en el caso de
los tratamientos, para contrastar las respuestas de la planta (Lemna minor) y las

microalgas (Chlorella sp.) en ambos medios de cultivo.

1.2 Evaluacion de los Solidos

Los sélidos totales se determinaron de acuerdo con el “standard methods for the
examination of water and wastewater” (APHA, 1998), y siguiendo las normas de
American Public Health Association, American Water Works Association, y Water
Environment Federation. Se tomaron muestras de 50 mL medidas con probeta
graduada y vertidas en vasos de precipitados, por triplicado de cada uno de los
reactores, posteriormente se llevaron al horno, inicialmente a una temperatura de
98°C para evitar ebullicion y pérdida de la muestra por salpicaduras. Una vez
evaporada la muestra, se mantenia una temperatura de 105°C durante una hora.
Se trasladaban a un desecador durante una hora y finalmente se pesaban hasta
obtener un peso constante o hasta que la pérdida de peso fuese menor que el 4%

del peso previo.

ST mg/L (4 - 5) + 1000 1000
= *
mg/ volumen de muestra (ml)

Donde:
A= Peso del residuo seco + peso del vaso de precipitado en g
B= Peso del vaso de precipitado en g

Los sélidos suspendidos totales se determinaron de acuerdo con el “standard
methods for the examination of water and wastewater” (APHA, 1998), y siguiendo
las normas de American Public Health Association, American Water Works
Association, y Water Environment Federation. Se tomaron muestras de 50 mL
medidas con probeta graduada y vertidas en vasos de precipitados, en triplicado
en cada uno de los reactores. Antes del proceso de filtracion, los filtros de fibra de

vidrio junto con las cajas de Petri que los contenian fueron previamente
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preparados; secados en el horno, desecados y pesados. Se ensamblo un sistema
para la filtracion de las muestras que utilizaba una bomba de succion, conectada a
un matraz con salida lateral cuya boca estaba sellada al vacio con un corcho que
atravesaba un embudo de vidrio que contenia el filtro de fibra de vidrio sobre el
cual se vertia la muestra para obtener de esta forma los solidos suspendidos que
yacian en el filtro, a continuacién se removia con unas pinzas y se trasladaba a
una caja de Petri para ser secado en el horno a 105°C durante 1 hora, Se
trasladaban a un desecador durante una hora y finalmente se pesaban hasta
obtener un peso constante o hasta que la pérdida de peso fuese menor que el 4%
del peso previo. Para evaluar los sélidos suspendidos fijos y volatiles, se tomaba
la muestra y se llevaba a un horno de mufla a una temperatura de 550°C durante
15 minutos, se desecaba y pesaba. El remanente que queda después de la
incineracion corresponde a los sélidos suspendidos fijos (que también se
denoming los sélidos suspendidos totales reales, REAL SST) y el diferencial entre

estos y los suspendidos totales son los sdlidos suspendidos volatiles.

SST mg/L (4~ 5) + 1000 1000
= *
mg/ volumen de muestra (mlL)
(A — B) %1000
SSFmg/L = * 1000

volumen de muestra (mlL)
SSVmg/L = SST —SSF

También se pueden calcular los SSV con esta ecuacion

SSV mg/L (4~ €) » 1000 1000
= *
mg/ volumen de muestra (mlL)

Donde:
A= peso del filtro + caja de Petri + residuo seco a 105°C en g
B= peso del filtro seco + caja de Petrien g

C= peso del filtro + caja de Petri + el residuo calcinado a 550°C en g
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Los sdlidos suspendidos totales se determinaron de acuerdo con el “standard
methods for the examination of water and wastewater” (APHA, 1998), y siguiendo
las normas de American Public Health Association, American Water Works
Association, y Water Environment Federation. Basicamente son el resultado del
procedimiento anterior, el filtrado depositado en el matraz de salida lateral era
trasladado nuevamente al vaso de precipitado, posteriormente se llevaba cada
muestra al horno, inicialmente a una temperatura de 98°C para evitar ebullicion y
perdida de la muestra por salpicaduras. Una vez evaporada la muestra, se
mantenia una temperatura de 105°C durante una hora. Se trasladaban a un
desecador durante una hora y finalmente se pesaban hasta obtener un peso

constante o hasta que la pérdida de peso fuese menor que el 4% del peso previo.

SDT mg/L = ST —SST

1.3 Pardmetros de crecimiento para Lemna minor

1.3.1 Célculo del Area Foliar

Se evalu6 el area foliar (cm?) cada cuatro dias (durante 16 dias), a partir de la
toma de 25 plantas, por reactor; muestras a las cuales se les registraron imagenes
mediante escaner (Canon, PIXMA MP190); imagenes que fueron posteriormente
procesadas por el programa ImageJ 1.45 (Image Processing and Analysis in Java)
(Rasband, 2011).

1.3.2 Medicion de Clorofila ay Carotenos

Se determino la clorofila de acuerdo a Lichtenthaler (1987), utilizando etanol como
agente extractante. Las muestras fueron centrifugadas y leidas en un
espectrofotometro de luz visible (Spectroquant® Pharo 300, Merck) después de

aplicar el siguiente procedimiento. Se tomaron muestras por triplicado, entre 20 y
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22 hojas de Lemna, de cada unidad experimental, de ambos tratamientos y del
control 2 (agua destilada con Lemna), las cuales luego de hacer el debido
procedimiento se obtuvo un peso seco promedio de 0.0019 g (PS). Posteriormente
cada muestra se llevd a un mortero, con el fin de triturar las hojas, se macero
durante 1 minuto luego agregamos 4 mL de etanol mediante una pipeta graduada
de 10 mL y se procedié a macerar durante otro minuto. Luego se almacena esta
mezcla en un tubo de ensayo Falcon, seguidamente se adicionaron otros 4 mL a
través de la misma pipeta al mortero para recuperar la mayor cantidad de
biomasa. Adicionamos éste volumen al tubo de ensayo Falcén, resultando
muestras de 8 mL cada una. Esta muestra fue recubierta con papel aluminio para
evitar el contacto con la luz, y se llevd a refrigeracion durante 24 horas. Pasadas
las 24 horas, estas muestras fueron llevadas a centrifugar durante 20 minutos a
3400 rpm. Luego el sobrenadante se vacio en una celda para la respectiva lectura
en el espectrofotbmetro a 648 nm y 664 nm.

1.3.3 Peso Fresco y Peso Seco

Se tomaron 30 plantas de cada reactor y se pesaron por triplicado para obtener el
peso fresco, posteriormente cada muestra se llevo al horno a 105°C durante 1
hora y luego se deseco para finalmente ser pesadas y obtener asi el peso seco.

Estas variables fueron evaluadas cada 4 dias.

1.4 Pardmetros de crecimiento para Chlorella sp

1.4.1 Medicion de Clorofila a'y Carotenos

Se determind la clorofila utilizando etanol como agente extractante (Wiley., 2005).

Las muestras fueron centrifugadas y leidas en un espectrofotbmetro marca

(Spectroguant® Pharo 300, Merck), después de aplicar el siguiente procedimiento:
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Se tomaron muestras por triplicado, 10 ml de cada unidad experimental a través
de una pipeta graduada de 25 mL, de ambos tratamientos y del control 2 (agua
destilada con Chlorella). Esta etapa del procedimiento se realiz6 en horas
tempranas de la noche para evitar complicaciones con la luz solar. Estas muestras
fueron recolectadas en tubos de ensayo Falcon y llevadas a centrifugar durante 20
minutos a 3400 rpm. Luego se vacio el sobrenadante y se le agrego a cada
muestra 3 ml de etanol a través de una pipeta graduada de 10 mL, para disolver la
clorofila. Cada muestra fue sometida a bafio maria durante 10 minutos a
temperatura aproximada de 90°C. Posteriormente se aforo cada muestra a 5 ml
con etanol y se volvid a centrifugar durante 10 minutos a 3400 rpm. Luego el
sobrenadante se vaci6 en una celda para la respectiva lectura en el

espectrofotometro a 648 nmy 664 nm (Wiley., 2005).

1.4.2 Peso Seco

Esta variable fue evaluada a partir de 3 mL de volumen tomado de cada uno de
los reactores, cada muestra fue llevada al horno a 105°C durante 1 hora, se
deseco y peso por triplicado para obtener el peso seco.

1.4.3 Anélisis Estadistico

Debido a que algunos de las variables no presentaron homogeneidad de varianzas
y/o distribucién normal, y para tener uniformidad en el analisis estadistico, se
realiz6 el test no paramétrico de Kruskal-Wallis, para cada experimento
independientemente, evaluando diferencias significativas entre las muestras y las
variables evaluadas (Sokal y Rohlf, 1979; Zar, 1984). Se aplico la prueba a
posteriori de multiples comparaciones de valores de p. Se utilizo el software
SPSS (version 10,0 para Windows).
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1.4.4 Experimento y Tratamientos

Es un sistema con dos ciclos consecutivos de biorremediacion que inicia con la
inoculacién de L. minor, posteriormente con Chlorella sp. Cada uno se expuso al
agua residual durante 16 dias, los reactores se dispusieron por duplicado para
cada uno de los tratamientos, es decir, se tenian dos unidades experimentales por
tratamiento, en la Figura 1 se muestra el montaje y disposicion de los

contenedores en el experimento.

Figura 1. Esquema de biorremediacién desarrollado en la investigacion,
empleando la macréfita, L. minor y la microalga, Chlorella sp. Tratamiento 1
(T1): Agua residual con indculos. Tratamiento 2 (T2): Agua residual esterilizada,
con inoculos. Control 1. Agua residual sin indculos. Control 2: Agua limpia con
indculos. En el ciclo inicial, el espécimen inoculado es L. minor y en el ciclo final el

indculo es Chlorella sp.

’”
\,
”
.

T1: agua residual + inoculo del especimen

D T2: agua residual esterilizada + inoculo del especimen
. Control: agua residual

D Control: agua destilada + inoculo del especimen
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2. RESULTADOS

Se encontraron diferencias significativas en todos los parametros, en una o en las
dos fuentes de variacion evaluadas. Para Lemna minor, se encontraron diferencias
significativas en los Sdélidos Suspendidos Totales, en las dos fuentes de variacion,
mientras que en los parametros de Solidos Disueltos Totales (SDT) y Solidos

Totales (ST) en el tiempo que no se presentaron diferencias.

Tabla 6. Resultados del Kruskal-Wallis de los soélidos evaluados para L. minor en
las variables independientes; tiempo (dias) y tratamiento, se muestran los valores
del test estadistico (H) y los valores de p cuyos valores en rojo indican las

diferencias significativas.

Parametro Fuente de Variacion H P
ST Tiempo(Dias) 7,506546 0,0574
Tratamiento 49,28964 0,0000
SST Tiempo(Dias) 20,68428 0,0001
Tratamiento 33,38938 0,0000
SDT Tiempo(Dias) 1,387038 0,7086
Tratamiento 48,20274 0,0000

2.1 Eficiencia de Biorremocion de Sélidos por parte de Lemna minor

Se encontraron diferencias significativas en la alteracion de los solidos totales (ST)
y en los solidos disueltos totales (SDT), frente a los tratamientos (Tabla 2); los
sélidos suspendidos totales (SST), exhibieron diferencias significativas en el
tiempo y entre tratamientos (Tabla 1). Mostrando disminuciones en las
concentraciones de los diferentes tipos de solidos (Figura 2.) y aumentos en los

porcentajes de reducciéon de cada uno de ellos, principalmente en SST (Figura 3.).

26



Figura 2. Comparacion de las concentraciones de los Sdlidos Totales (ST), Sélidos
Suspendidos Totales (SST) y Solidos Disueltos Totales (SDT) entre los

tratamientos, a través del tiempo, en el ciclo inicial con L. minor.
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Figura 3. Comparacion de los porcentajes de reduccion de los Soélidos Totales
(ST), Solidos Suspendidos Totales (SST) y Sdélidos Disueltos Totales (SDT) entre
los tratamientos a través del tiempo, en el ciclo inicial con L. minor.
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2.2 Eficiencia de Biorremocion de Sélidos por parte de Chlorella sp

En los soélidos suspendidos fijos (REAL SST) se encontraron diferencias
significativas tanto en el tiempo y tratamiento (Tabla 3.), mostrando una
disminucidbn muy notable en las concentraciones, sobre cero, con respecto al
control, sin embargo, el mismo peso de las microalgas incremento la

concentracion de los demds tipos de sdlidos, en especial los ST y SST (Figuras 4
y 5).

Tabla 7. Resultados del Kruskal-Wallis de los sélidos evaluados para Chlorella sp
en las variables independientes; tiempo (dias) y tratamiento, se muestran los
valores del test estadistico (H) y los valores de p cuyos valores en rojo indican las

diferencias significativas.

Parametro Fuente de Variacién H P
ST Tiempo(Dias) 2,688347 0,4422
Tratamiento 58,58930 0,0000
SST Tiempo(Dias) 7,275551 0,0636
Tratamiento 36,01843 0,0000
Real SST (SSF) Tiempo(Dias) 14,63720 0,0022
Tratamiento 47,78997 0,0000
SSv Tiempo(Dias) 5,088501 0,1654
Tratamiento 47,42030 0,0000
SDT Tiempo(Dias) 1,333844 0,7211
Tratamiento 57,15734 0,0000
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Figura 4. Comparacion de las concentraciones de Solidos Suspendidos Totales
(SST), solidos suspendidos volatiles (SSV) y los sdlidos suspendidos fijos (SSF),
gue representan el valor real de los Sélidos Suspendidos, entre los tratamientos a
través del tiempo, en el ciclo final con Chlorella sp
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Figura 5. Comparacion de las concentraciones de los Sélidos Totales (ST) y
Solidos Disueltos Totales (SDT) en funcién del tiempo, en el ciclo final con
Chlorella sp
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2.3 Efecto de los Sélidos en el crecimiento de Lemna minor

Se encontraron diferencias significativas en todos los parametros de crecimiento,
en las dos fuentes de variacién; tiempo (dias de muestreo) y tratamiento, como se
muestra en la tabla 4.

Tabla 8. Resultados del Kruskal-Wallis de los pardmetros de crecimiento
evaluados para L. minor en las variables independientes; tiempo y tratamiento, se
muestran los valores del estadistico (H) y los valores de p cuyos valores en rojo

indican las diferencias significativas.

Parametro Fuente de Variacion H P
Peso fresco Muestreo(Dias) 39,75052 0,0000
Tratamiento 26,76290 0,0000
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Peso seco

Clorofila a

Carotenos

Muestreo(Dias)
Tratamiento
Tiempo(Dias)
Tratamiento
Tiempo(Dias)
Tratamiento

25,63879
9,030744
31,00373
9,420352
18,50411
15,09074

0,0000
0,0109
0,0000
0,0090
0,0003
0,0005

2.3.1 Area Foliar

Hay un incremento en el area foliar a través del tiempo en los dos tratamientos en
comparacion con el control, siendo el tratamiento 2 el medio en el que mas
aumento tuvo el area foliar (Figura 6.). El incremento del area foliar en el tiempo se

puede relacionar con la reduccién simultanea de solidos (Figura 2.).

Figura 6. Crecimiento del Area Foliar en cada uno de los tratamientos a través del

tiempo, en el ciclo inicial con L. minor.
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2.3.2 Clorofila ay Carotenos

Los pigmentos fotosintéticos (Clorofila A y Carotenos), se incrementaron en el

tiempo, tanto en los tratamientos como en el control, durante los dias 1 — 8 se
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observa la mayor cantidad de pigmentos en los tratamientos con agua residual,

respecto al control (Figura 7.).

Figura 7. Comparacion de las cantidades de Clorofila A y Carotenos (mg g-1) entre
los tratamientos a traves del tiempo, en el ciclo inicial con L. minor.
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2.3.3 Peso Fresco y Peso Seco

Estas variables presentaron diferencias tanto en el tiempo como en el tratamiento
(Tabla 4.), se observa un incremento en ambos parametros, resultados que
también se relacionan con el incremento del area foliar, ya que si el organismo

estaba creciendo, su peso también se incrementé (Figura 8.).
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Figura 8. Comparacion de las cantidades de peso freso y peso seco (g) entre los
tratamientos a través del tiempo, en el ciclo inicial con L. minor.
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2.4 Efecto de los Sélidos en el crecimiento de Chlorella sp

2.4.1 Clorofila ay Carotenos
En la clorofila A se aprecian diferencias en el tiempo y en los Carotenos en el
tratamiento (Tabla 5.), mostrando una reduccion de los pigmentos a través del

tiempo en los tratamientos con agua residual con respecto al control (Figura 9.).

Tabla 9. Resultados de Kruskal-Wallis para los parametros de crecimiento
evaluados para Chlorella sp en las variables; tiempo (dias) y tratamiento, se
muestran los valores del test estadistico (H) y los valores de p cuyos valores en

rojo indican las diferencias significativas.

Parametro Fuente de Variacion H P
Clorofila a Tiempo(Dias) 9,908871 0,0194
Tratamiento 2,514131 0,2845
Carotenos Tiempo(Dias) 0,633780 0,8887
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Tratamiento 6,285727 0,0432

Figura 9. Comparacion de las cantidades de Clorofila A y Carotenos (ug/mL) entre
los tratamientos a traves del tiempo, en el ciclo final con Chlorella sp.
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2.4.2 Peso Seco
En este pardmetro se observaron diferencias significativas en las dos fuentes de
variacion (Tabla 1.), la tendencia de crecimiento es muy fluctuante, con dias de

incremento en el peso seco y otros de disminucién (Figura 10.).
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Figura 10. Comparacion de las cantidades de peso seco en los tratamientos a
través del tiempo, en el ciclo final con Chlorella sp.
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3. ANALISIS DE LOS RESULTADOS

3.1 Eficiencia de Biorremocién de Solidos por parte de Lemna minor

Las macrofitas son capaces de remover materia organica y solidos suspendidos
(Karpiscak et al, 1994). La mayoria de plantas del genero Lemna sp. son capaces
de resistir una concentracion extrema de contaminantes por el secuestro y la
compartimentalizacion en ellas dentro de sus organelos celulares, asi mismo, las
respuestas adaptativas que modulan la dindmica fisiolégica juegan un papel
importante en la capacidad de Lemna a sobrevivir a condiciones extremas en el
ambiente; esto es ventajoso para el uso de Lemna sp. como agentes de
biorremediacion (Mkandawire & Dudel, 2007) y Lemna minor no fue la excepcion,
ya que los diferentes tipos de solidos se encontraban en concentraciones
considerables en el tiempo inicial mostrando disminucion a través del tiempo hasta
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el dia 16, comprobandose asi su capacidad de biorremediar aguas residuales de
centrales térmicas para mitigar la contaminacion de las cenizas de carbon que

estas producen.

También cabe resaltar la eficiencia y capacidad de secuestro segun el porcentaje
de reduccion de los sélidos suspendidos totales (Abou el-kheir et al, 2007) cuyos
valores obtenidos estan entre el 70% y 90% en el tratamiento 1 que fue mayor a
los porcentajes obtenidos en el tratamiento 2 cuyos valores estan entre el 55% y
70%, lo que indica que muy probablemente que algunos de los microorganismos
que no fueron esterilizados en el tratamiento 1 también sean agentes
biorremediantes (Figura 2.), por otro lado la reduccion de los sélidos totales y los
sélidos disueltos totales fue menor, 30% y 20% respectivamente, una posible
explicacion es que tener concentraciones en mg/L mas altas (Figura 1.) disminuye
el porcentaje de biorremocién o que Lemna minor tiene una mejor asimilaciéon de

los sdlidos suspendidos que del resto.

Los resultados de eficiencia de Lemna en la recoleccion de residuos
contaminantes indican que la presencia de esta macrdfita fue un importante
elemento para la remocién de contaminantes en las aguas residuales (Iram et al,
2012). En condiciones naturales todas las corrientes de agua llevan algunos
solidos suspendidos (Ryan, 1991), sin embargo, si las concentraciones se
incrementan a través de, por ejemplo, las perturbaciones antropicas, esto puede
conducir a alteraciones en las propiedades fisicas, quimicas y biolégicas del
cuerpo de agua, alteraciones fisicas que incluyen la reduccion de la penetracion
de la luz, los cambios de temperatura, y el relleno de canales y reservorios cuando
los sélidos son depositados (Bilotta & Brazzer., 2008), lo que representa muchos
problemas en los ecosistemas de un fuerte impacto ambiental, como la reduccion

de la productividad primaria desde un 13% hasta un 50% segun la concentracion
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de sdlidos suspendidos presentes en el agua (Lloyd et al, 1987; Van
Nieuwenhuyse & LaPierriere., 1986). Lemna minor forma parte de un buen
sistema para el tratamiento de aguas residuales de centrales térmicas porque

representa eficiencia, facil uso y economia.

3.2 Eficiencia de Biorremocién de Solidos por parte de Chlorella sp

El uso de algas también representa bajo costo y efectividad en el tratamiento para
limpiar aguas contaminadas (Oswald, 2003), aunque evaluar su efectividad se vio
en parte afectada debido a su uso libre que genero ruido en los resultados, de esto
modo se incrementaron todos los soélidos que contrastan con valores de
concentracion mas altos en el tratamiento 1 y 2 con respecto al control, y se puede
decir que en el tratamiento 1, los microorganismos no esterilizados hacen mayor la
cantidad de sélidos presentes. Por esta razén, en el caso de los sélidos
suspendidos totales (SST), se evaluaron los sélidos suspendidos volatiles (SSV) y
los sélidos suspendidos fijos también llamados (REAL SST) sdlidos suspendidos
totales reales, para saber realmente si hubo secuestro de este tipo de solidos.
Como se observa en la figura 3, efectivamente hubo remocién casi del 100% de
los sélidos suspendidos totales reales, llegando a concentraciones muy cercanas
a cero en el tratamiento 1 y 2 mientras que en el control, estos valores estan muy

cercanos a los 100 mg/L y permanecen constantes a través del tiempo.

Con respecto a los sélidos suspendidos voléatiles se sabe que son la fracciéon que
se volatiliza a 550°C y suelen ser considerados en algunos casos como las
concentraciones de solidos biologicos tales como bacterias, algas y protistas por lo
gue fueron monitoreados para saber la biomasa producida por Chlorella sp vy
demas microorganismos durante el estudio (Mamun et al, 2012). La remocién de

materia organica de la microalga esta probablemente camuflada por el crecimiento
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celular de la misma, en un estanque oxigenado, la mayoria de los sélidos

suspendidos son en realidad comunidades de microalgas (Metcalf & Eddy, 1995)

El mejor tratamiento para un eficiente sistema de biorremediacion es parecido a el
tratamiento 1 segun Valderrama et al, (2002), mientras la poblacion bacteriana
degrada materia organica que forman parte de los microorganismos del agua
residual no esterilizada, las macrdfitas eliminan materia organica suspendida por
secuestro, captura, floculacion y precipitacion de particulas sélidas, la microalga
absorbe moléculas (nutrientes y toxinas) liberadas durante los otros procesos. Asi,
hay una ventaja de combinar algunos organismos, en tandem, para tratar aguas
recalcitrantes. Ademas especies de Chlorella pueden remover residuos toxicos de

aguas residuales (Smets & Rittmann, 1990).

3.3 Efecto de los Sélidos en el crecimiento de Lemna minor

3.3.1 Area Foliar

A medida que se fue incrementando en el tiempo el area foliar, se fue reduciendo
simultdneamente la presencia de solidos (Figuras 6 y 2), ya que el aumento del
area foliar, incrementa la superficie de absorcién y consumo de sélidos. Segun
Vasseur & Aarssen, (1992) unas pocas especies de Lemna han demostrado
plasticidad fenotipica y es evidente que Lemna minor estd dentro de estas
especies. La plasticidad en la mayoria de Lemna sp. ha sido observada a niveles
morfolégicos como en la tasa de producciéon de fronda (Crawford et al, 2001). En
el tratamiento 2 el incremento del area foliar fue mayor en comparacion con el
tratamiento 1 probablemente por la competencia de los nutrientes con los
microorganismos no esterilizados del tratamientol. El calculo del area foliar es un

pardmetro comparable a nivel morfolégico que evalla la capacidad de la macrdfita
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para crecer en aguas residuales de centrales térmicas y se comprobd que los
solidos no afectan el crecimiento del area foliar en la planta.

3.3.2 Clorofila ay Carotenos

El contenido de pigmentos es uno de los biomarcadores comiunmente usados para
evaluar la toxicidad (Mohan & Hosetti, 1999, Radic et al, 2009), la toxicidad del
agua no afecto la produccién de pigmentos (Figura 7.) y por ende el crecimiento,
ya que hubo incremento en la Clorofila A mostrando tolerancia a la contaminacién

y solidos del agua.

Los carotenoides estan involucrados en la proteccion de la clorofila pero ellos
también sirven como antioxidantes para eliminar y neutralizar los radicales libres y
reducir el dafio a la membrana celular y ADN (Hou et al, 2007, Kanoun-Boulé et al,

2009), pigmentos que también incrementaron.

3.3.3 Peso Fresco y Peso Seco

Estas dos variables estan estrechamente relacionadas con el aumento del area
foliar, debido al desarrollo de mas tejido vegetal en las frondas de la planta lo que
resulta en una mayor cantidad de peso fresco y peso seco (Figura 8.), lo que
confirma la tolerancia de Lemna minor a la contaminacion y solidos del agua. El
peso fresco fue mayor en el tratamiento 2 en comparacion al tratamiento 1 y el
control, datos respaldados por el area foliar que también fue mayor en el
tratamiento 2, por la no competencia de nutrientes puesto que la esterilizacion

elimina la gran mayoria de los microorganismos en el agua.
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Algunos estudios han mostrado que la mayoria de especies de Lemna retienen
menos del 3% de su peso en biomasa después de secado (Landesman, 2000;
Mkandawire 2005). Estos significa que el mayor porcentaje de contenido de
Lemna es agua y la alta bioacumulacion de contaminantes reportados en la
literatura es atribuido a la perdida de agua la cual deja una relacién contaminantes
a biomasa de Lemna muy alta (Mkandawire & Dudel, 2007). Lemna minor tuvo
gran pérdida de su peso después del proceso de secado lo que sugiere una alta
relacion contaminantes/biomasa de Lemna minor, confirmandose asi su potencial

de biorremediacion.

3.4 Efecto de los Sélidos en el crecimiento de Chlorella sp

3.4.1 Clorofila ay Carotenos

Tanto clorofila como pigmentos disminuyeron notablemente (figura 9.), resultados
qgue evidencian los efectos negativos de los sélidos en el crecimiento de la
microalga. A pesar de su capacidad de biorremediar solidos suspendidos totales,
utilizar solamente Chlorella sp en un sistema de tratamiento de aguas no
representa una buena opcion, su accion se potencializaria utilizando a Lemna
minor simultaneamente y no por separado como se realizd6 en esta
experimentacion. Sino en tandem, en un solo ciclo, ya que L. minor haria
biorremocién de sélidos en la superficie del agua, ademas de controlar el
crecimiento de las microalgas debido a que sus frondas reducen la penetracién de
la luz y por ende alterarian la actividad fotosintética, simultaneamente, las

microalgas podrian remover solidos en la parte inferior del cuerpo de agua.

3.4.2 Peso Seco
Las fluctuaciones durante los dias de muestreo en cada uno de los tratamientos

fueron bastante notorias, con dias de incremento y otros de disminucion en la
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cantidad de peso seco (figura 10.). Las microalgas no son tan tolerantes a la
contaminacion como lo es Lemna minor. En el Gnico y ultimo dia de evaluaciéon se
observa que el tratamiento 1 y 2 estuvieron por encima del control, el tratamiento 1
presentd mayor peso seco probablemente debido a los demas microorganismos

no esterilizados que estaban en el agua residual.
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4. CONCLUSIONES

Lemna minor representa una muy buena opcién para la biorremediacion de los
sélidos de aguas residuales de centrales térmicas, en especial, en el secuestro de
los solidos suspendidos totales, sin tener efectos negativos en su crecimiento,
efectos que si se presentaron en Chlorella sp a pesar de su capacidad de
biorremocién de sélidos suspendidos fijos, lo que la hace inestable y poco

tolerante a este tipo de contaminantes.
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RECOMENDACIONES

Para un proximo estudio es importante incrementar el numero de unidades
experimentales, y usar mas de dos reactores por tratamiento, lo mejor seria utilizar

desde tres o cuatro reactores.

Con Chlorella sp los resultados se vieron afectados debido a su uso libre, ya que
el mismo peso de las microalgas interfirié6 con el peso de los sélidos totales y los
sélidos suspendidos totales asi que seria importante implementar dentro del
sistema un biopolimero en el que se fijen las microalgas y su proliferacion y

crecimiento sean controlados.

Se puede establecer un sistema de inoculacién simultanea de la planta y las
microalgas y no con ciclos consecutivos, para potencializar su uso y eficiencia en
la biorremediacion, ya que un esquema en tandem permitiria una accién

biorremediante en conjunto por parte de la macrdfita y las microalgas
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ANEXOS

Anexo A. Medio de cultivo Bold Basal

Macronutrientes
Soluciones Stock Para 400 mL
(1) NaNO; 10049
(2) MgS0. TH20 3049
(3) NaCl 10g
(4) KzHPO4 309
(§) KH:POq 7049
(6) CaClz2.2H20 109
Micronutrientes
Soluciones Stock Para1lL
(7) ZnS0+ TH2O 882ag
MnCl,.45,0 144¢g
MoOQ; 071g
Soluciones de CuS0..5H:0 157¢
elementos de Co(NO;):.6H,0 049g
traza (autoclave |(8) HsBOs 11429 |
para disolverse] |(g) EDTA 5009
KOH 310g |
(10) FeS04.TH20 498¢
HzSO, (concentrado) | 1.0mL
Medio Bold Basal
_Soluciones Stock Parall
Macronutrientes 10.0 mL de cada uno
Micronutrientes 1,0 mL de cada uno
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