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RESUMEN

TITULO: BIOREMOCION DE MANGANESO PRESENTE EN AGUAS RESIDUALES DE
UNA PLANTA TERMOELECTRICA COLOMBIANA MEDIANTE EL CULTIVO DE Lemna
minor y Chlorella sp.

AUTORES: CAMILO ANDRES LOPEZ PULIDO, HECTOR FABIAN TAPIAS BAUTISTA

PALABRAS CLAVE: Bioremocion, aguas residuales, metales pesados, microalgas,
macrofitas.

El Manganeso, es un metal pesado que hace parte de los efluentes de las centrales térmicas y
otras industrias asociadas al carbon. El objetivo de nuestra investigacion fue evaluar la capacidad
de bioremocion de manganeso, mediante el cultivo de Lemna minor y Chlorella sp. Se realizaron
dos experimentos consecutivos durante 32 dias. En la primera etapa del experimento se utilizd
como cultivo L. minor y en la segunda Chlorella sp, durante un tiempo de exposiciéon para cada
especie de 16 dias. Se establecieron dos tratamientos. El tratamiento 1 (T1) correspondi6é a agua
residual sin esterilizar mientras el tratamiento 2 (T2), fue establecido a partir de agua residual
esterilizada. Se evalu6 la cinética de eliminacion, el estudio de la distribucién del Mn* (adsorbido,
absorbido) y el efecto de este en el crecimiento de los cultivos. El resultado de remocién de
Mn?* usando L. minor, se ajustd a un modelo cinético de eliminacion de primer orden removiendo
0.0658 mg Mn®/dia en el T1 y 0.024 mg Mn?*/dia en el T2, alcanzando porcentajes de remocion en
(66,47%) y (39,16%) respectivamente; se identificé que la mayor cantidad de Mn®* eliminado de las
unidades experimentales contenidas de agua residual fue por el sistema de adsorcion. Chlorella
sp elimino 0,0353 Mn?*/dia en el T1 y 0,0796 Mn?*/dia en el T2, alcanzando porcentajes de
remocion en (45.49%) y (71.98%) respectivamente, se determind que la acumulacion intracelular
fue el principal mecanismo de remocién de Mn?*. Finalmente, se reportd el efecto de Mn®* en el
crecimiento de ambos cultivos.

*Trabajo de grado

**Facultad de ingenierias Fisicoquimicas. Escuela de ingenieria quimica. Directores: Dr. Sc.
Viatcheslav Kafarov. Codirectores: Bidlogo: Andrés Fernando Barajas, Biélogo: Javier Mauricio
Villamizar Cdjar.
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ABSTRACT

TITLE: MANGANESE BIOREMOVAL PRESENT IN WASTEWATER BY COLOMBIAN
THERMOELECTRIC PLANT BY THE CULTIVATION OF Lemna minor and Chlorella
sp.

AUTHORS: CAMILO ANDRES LOPEZ PULIDO, HECTOR FABIAN TAPIAS BAUTISTA.
KEY WORDS: Bioremoval, wastewater, heavy metals, microalgae, macrophytes.

Manganese is a heavy metal that is part of the effluents from thermal power stations and other
industries associated with coal. The objective of our research was to evaluate the ability of
bioremoval manganese, by cultivating Lemna minor and Chlorella sp. Two experiments were
conducted for 32 consecutive days. In the first stage of the experiment was used as culture L. minor
and second Chlorella sp, for an exposure time for each species of 16 days. Two treatments were
established. Treatment 1 (T1) corresponded to non-sterile wastewater while treatment 2 (T2) was
established from sterilized wastewater. The kinetics of elimination, the study of the distribution of
the Mn?* (adsorbed, absorbed) and the effect of this on the growth of crops, were evaluated. The
result of removal of Mn** using L. minor, was adjusted to a kinetic model of first-order elimination
removing 0.0658 mg Mn* / day in T1 and 0.024 mg Mn* | day in T2, reaching removal
percentages in (66.47%) and (39.16%) respectively, were identified as the highest amount of Mn®*
experimental units removed from waste water was contained by the adsorption system. Chlorella sp
remove 0,0353 mg Mn?* / day in T1 and 0.0796 mg Mn?* / day in t2, reaching removal percentages
in (45.49%) and (71.98%) respectively, it was determined that the intracellular accumulation was
the main mechanism removing Mn%", Finally, reported Mn?* effect on the growth of both cultures.

*Graduation Project

** Physical-Chemical Engineering Faculty. Chemical Engineering Department. Director: Dr. Sc.
Viatcheslav Kafarov. Co-directorS: Bio. Andrés Fernando Barajas, Bio. Javier Mauricio Villamizar
Cujar
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INTRODUCCION

Debido al incremento en el tamafio poblacional a nivel global, se ha incrementado
la industria y con ello la emision de contaminantes al medio ambiente, entre ellos,
aguas residuales industriales [1]. En condiciones normales los rios tienen la
capacidad de autodepurarse, es asi, que las aguas residuales industriales
arrastran diversos contaminantes hacia rios y demas fuentes hidricas, donde las
bacterias utilizan el oxigeno disuelto en las aguas y degradan los compuestos
organicos, que a su vez, son consumidos por los peces y las plantas acuaticas,
devolviendo el oxigeno y el carbono a la biosfera [2]. Sin embargo, existen
diversos contaminantes ambientales, que no pueden ser degradados; éste es el
caso de los metales pesados, que son descargados al medio ambiente desde
diversas industrias, tales como la textil, pigmentos, plasticos, mineria,
galvanoplastia, generacion energética a partir de carbdn, procesos metallrgicos,
entre otras [1]. El término metal pesado colectivamente se aplica a un grupo de los

metales con una densidad mayor que 5 g/cm?; y nimero atémico superior a 20 [3].

Debido a su efecto toxico y tendencia de acumulacion, la contaminacion por
metales pesados en altas concentraciones representa un importante problema en
la salud humana y en la mayoria de formas de vida [4]. Las centrales térmicas que
basan su proceso en la utilizacibn de carbdén, pueden ser una fuente de
contaminacion, debido a que en el proceso se emiten cenizas producto de la
incineracion del carbdén, cenizas que contienen por lo general metales pesados
como: arsénico (As), antimonio (Sb), bario (Ba), berilio (Be), boro (B), cadmio (Cd),
cromo (Cr), plomo (Pb), mercurio (Hg), y selenio (Se), asi como el aluminio (Al),
cloro (Cl), cobalto (Co), manganeso (Mn), molibdeno (Mo), niquel (Ni), talio (TI),
vanadio (V) y zinc (Zn) (EPA, 2009). Es asi que la industria minera [5], y la
industria asociada al carbon (i.e centrales térmicas), liberan al ambiente cenizas y

efluentes ricos en metales pesados toxicos [6,7].
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El manganeso (Mn?) es un compuesto muy com(n que puede encontrarse en
todas partes de la tierra; ademas, es uno de los tres elementos tOxicos traza
esenciales, lo que significa que no sélo es un micronutriente esencial para la vida
de plantas y animales, entre ellos el ser humano, sino que también es téxico
cuando se encuentra a concentraciones demasiado altas en un cuerpo humano
[8]. La absorcion de manganeso ocurre mediante el consumo de agua y alimentos
en la mayoria de los casos, éste es transportado a través de la sangre hacia el
higado, los rifiones, el pancreas y las glandulas endocrinas. Los efectos del
manganeso se producen principalmente en el tracto respiratorio y en el cerebro.
Los sintomas de la intoxicacion por manganeso son alucinaciones, dafios en el
sistema nervioso y en alguno de los casos también puede causar Parkinson,

embolia pulmonar y bronquitis.

El Mn?* actlia como un cofactor enzimatico, y esta presente en la estructura de
proteinas que participan de la fotosintesis [9]. Bajo déficit de Mn**, se afecta el
funcionamiento de la fotosintesis al afectar la produccion de energia necesaria
para el proceso fotosintético [10]. En exceso de Mn?*, se ha evaluado la inhibicién
de la fotosintesis como producto de la reduccion de la sintesis y contenido de
pigmentos fotosintéticos [11]. Por lo tanto, la alteracion de los pigmentos
fotosintéticos, se puede utilizar como un indicador del dafio que experimenta el
tejido vegetal bajo una concentracién téxica de un metal pesado (i.e Mn?"),

permitiendo evaluar dicha toxicidad [12].

Existen varios métodos fisico-quimicos para la eliminacion de metales pesados en
aguas residuales, dentro de los cuales se encuentran: precipitacion, intercambio
idnico, osmosis inversa, extraccion con disolventes y separacion de membrana,
sin embargo la mayoria de estos tienen varias desventajas, proporcionan una
eliminacién del metal incompleta, son poco rentables o resultan muy costosos en
términos energéticos o en consumo de productos quimicos [13]. Por esta razon, la

busqueda de tecnologias alternativas se ha centrado en el uso de materiales
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biolégicos, tales como bacterias, hongos, macrofitas y microalgas. Estos
materiales bioldgicos son facilmente accesibles y su relacion costo beneficio es
rentable, ademas, algunos de ellos pueden ser subproductos de procesos

industriales [14].

Lemna minor se encuentra dentro del grupo de las plantas flotante. Esta planta es
de distribucion universal, de rapido crecimiento y de amplia distribucion tropical y
subtropical la cual se encuentra principalmente en charcos de agua dulce,
ciénagas, lagos y rios calmados [15]. Lemna minor puede desarrollarse en un
rango amplio de temperaturas, que varia entre 5° y 30°C, con un crecimiento
optimo entre los 15° y 18°C. Se adapta bien a cualquier condicion de iluminacion.
Crece rapidamente en partes calmadas y ricas en nutrientes, con altos niveles de
nitrégeno y fosfatos. Puede ademas tolerar un rango de pH amplio, siendo el
optimo entre 4,5y 7,5 [16]. Lemna minor presenta un gran potencial de eliminacion

de metales pesados en el tratamiento de aguas residuales [17].

Las algas del genero Chlorella, han sido utilizadas ampliamente en procesos de
bioremediacion con el fin de remover metales pesados y materia organica. Los
componentes de su pared celular contribuyen a su capacidad para retener
variados contaminantes ambientales presentes en cuerpos de agua [18]. Se ha
demostrado que existe un alto potencial de bioremediacién de metales pesados
contenidos en el agua, utilizando como fuente de biomasa microalgas y
macroalgas [18]. Este tipo de biomasa es de facil recoleccion y su tasa de
crecimiento es muy elevada, asimismo, absorbe metales de manera rapida [18]. El
tratamiento de aguas residuales mediante el uso de microalgas es un proceso

respetuoso con el medio ambiente que no genera contaminantes secundarios [19].
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1. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la bioremocién de manganeso presente en aguas residuales de una planta

termoeléctrica colombiana mediante el cultivo de Lemna minor y Chlorella sp.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Investigar la cinética de eliminacién de Mn?* en Lemna minor y Chlorella sp.

e Determinar la distribucién de Mn?" en los diferentes cultivos, identificando los

mecanismos de remocion: adsorcidn y acumulacion intracelular.

e Determinar el efecto de la concentraciéon de Mn?* en el crecimiento de los

cultivos.
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2. MARCO TEORICO

Las practicas de bioremediacidon consisten principalmente en el uso de diferentes
organismos (plantas, levaduras, hongos, bacterias, etc.) del medio para neutralizar
sustancias toxicas, transformandolas en sustancias de caracter menos toxico o
convirtiéndolas en inocuas para el medio ambiente y la salud humana. Una de las
medidas de bioremocién mas empleada es la utilizacion de microorganismos para
la descontaminacion de suelos. Estos sistemas de descontaminacion se basan en
la absorcion de las sustancias organicas por parte de dichos microorganismos, los
cuales las utilizan como la fuente de carbono necesaria para su crecimiento y de

energia para sus funciones metabdlicas [20].

Recientemente, estd bien establecido el potencial de adaptacion de algunos
microorganismos en zonas contaminadas con metales pesados, y el uso de su
biomasa viva y/o muerta para tratar de eliminarlos de los diferentes nichos
acuaticos contaminados [21]. La eficacia de los procesos de bioremediacién, se
encuentra condicionada por diversos factores dependientes de los distintos
actores implicados en el proceso: microorganismos, metales, y propiedades fisico-
quimicas y nutricionales del entorno de actuacién, ademas, condicionantes
genéticos, fendmenos de co-metabolismo, naturaleza del metal, biodisponibilidad
del contaminante, disponibilidad de nutrientes, pH, temperatura, contenido en
agua o caracteristicas geoldgicas del ambiente contaminado, variables que
determinan el éxito del proceso detoxificante [22].

El término “biosorcion” 6 “adsorcion”, se utiliza para referirse a la captacion de
metales que lleva a cabo una biomasa completa (viva 0 muerta), a través de
mecanismos fisicoquimicos como la adsorcion o el intercambio idnico. Cuando se
utiliza biomasa viva, los mecanismos metabdlicos de captacién también pueden

contribuir en el proceso [23].
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En la Gltima década, el potencial para la biosorcion de metales por biomasa ha
quedado bien establecido [24]. Por razones econdmicas, resultan de particular
interés los diversos tipos de biomasa, como los desechos generados por
fermentaciones industriales de gran escala o de ciertas algas que enlazan metales
y se encuentran en grandes cantidades en el mar. Algunos de estos tipos de
biomasa que absorben metales en cantidades elevadas, sirven como base para
los procesos de biosorcion de metales, previendo su uso particularmente como
medios muy competitivos para la destoxificacion de efluentes industriales que

contienen metales [24], y para la recuperacion de metales preciosos [25].

La acumulacion intracelular o bioacumulacion es un proceso de acumulacion de
ciertos productos dentro de los organismos. Algunos metales pesados
e hidrocarburos clorados son acumulados por los organismos acuéticos. Es por
eso que pueden encontrarse concentraciones muy altas de estos elementos
qguimicos en tejidos biolégicos, aun cuando se hallen extremadamente diluidos en

el medio acuatico circundante [26].

Diferentes estudios demuestran que las plantas acumuladoras poseen varios
mecanismos (mecanismos adaptativos fisiolégicos y bioquimicos) de tolerancia a
las elevadas concentraciones de metales pesados, por tal razén, algunas especies
poseen genotipos capaces de desarrollarse en aguas altamente contaminadas con
metales pesados. No solo toleran las elevadas concentraciones de metales, sino
que los acumulan [26]. El tratamiento de aguas residuales mediante el uso de
microalgas es un proceso respetuoso con el medio ambiente que no genera

contaminantes segundarios [19].
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3. METODOLOGIA

3.1 Caracterizacion del agua.

El agua residual fue suministrada por una empresa termoeléctrica colombiana
situada en la ciudad de Santafé de Bogota (Cundinamarca); debido a normas
internas y politicas de privacidad, la empresa desea la reserva su nombre. El
agua fue enviada en contenedores de almacenamiento y recibida en la ciudad de
Bucaramanga, donde se llevd en primera instancia a un sistema de
caracterizacion realizado en el laboratorio quimico de consultas industriales
(LQCI), en la escuela de quimica de la Universidad Industrial de Santander,
mediante el método de Absorcion atdomica — SM 3111 B, donde se midio la

concentracion inicial de los metales presentes en el agua (Tabla 1).

3.2 Métodos de Cultivo

Chlorella sp fue aislada a partir de muestras de agua residual de la empresa
termoeléctrica. Inicialmente la cepa se cultivd en medio Bold Basal, cuya
composicién en mg/L es: NaNO; (2,94), MgS0,4.7H,0 (3,04 X 10™%) NaCl (4,28 X
101, K,HPO, (4,31 X 10, KH,PO, (1,29), CaCl,.2H,O (1,70 X 107%) vy
micronutrientes (mg/L) ZnS0..7H,0 (3,07 X 10%), MnCl,.4H,0 (7,28 X 107%), MoOs
(4,93 X 107), CuS0,4.5H,0 (6,29 X 10), Co(NOs3),.6H,0O (1,68 X 10%), H3BO3
(1,85 X 10™), EDTA (1,71 X 10Y), KOH (5,53 X 10}), FeS04.7H,0 (1,79 X 107).

El alga se mantuvo en crecimiento utilizando reactores cilindricos tipo airlift, con un
diametro interno de 14 cm y 35 cm altura, con un volumen de cultivo de 2 L. Los
reactores se acoplaron a un sistema de aireacion por burbujeo para la inyeccion
de aire con un flujo de 600 mL/min y condiciones de temperatura de 17°C + 2°C,
pH entre 7 y 8, aireacidon permanente y ciclo luz-oscuridad 12:12 h, sin ningun

suministro complementario de CO..
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Lemna minor (L. minor), fue obtenida a partir de estanques naturales y no
contaminados, cercanos a la ciudad de Santafé de Bogota, Colombia; ésta se
mantuvo en crecimiento utilizando el mismo medio de cultivo que la cepa de
Chlorella sp (Bold Basal) en reactores rectangulares, fabricados en acrilico (60 cm

largo x 15 cm ancho x 40 cm alto), con una capacidad de 36 L. sin aireacion.

3.3 Montaje experimental

Se utilizaron reactores rectangulares, fabricados en acrilico (60 cm largo x 15 cm
ancho x 40 cm alto), con una capacidad de 36 L. Los reactores fueron aforados a
un volumen de trabajo de 20,7 L para la primera etapa con L. minor. En el
experimento posterior con Chlorella sp, los reactores presentaron un volumen de
trabajo de 16,2 L. (producto de la reduccion volumétrica generada por los

muestreos realizados en el experimento con Lemna minor).

Se estableci6 un fotoperiodo 12:12 (horas luz - oscuridad), utilizando
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, instalados por pares en paralelo a
los reactores y controlado mediante temporizadores digitales programables
ELECTRIC LINE. Se monitored la temperatura (°C) y el pH del agua, mediante un
analizador multiparametro PCE — PHD 1. De igual manera, se monitoreé la
temperatura maxima y minima del laboratorio, cada 24 horas, mediante el uso de

un termohigémetro digital (Cornwall, SH 101).

Con el fin de evaluar la bioremocién de Mn** mediante el cultivo de L. minor y
Chlorella sp, se realizé un montaje de un sistema de unidades experimentales el
cual se dividid en dos etapas de proceso; la primera etapa abarco los primeros 16
dias del experimento y se utiliz6 como densidad de inoculo 12,5 g de biomasa de
L. minor; en la segunda etapa del proceso la biomasa fue retirada y en su lugar se
inoculé 1,5x10® Cel. Chlorella sp /mL. Esta segunda etapa fue llevada a cabo del
dia 16 al dia 32.
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Se realizaron dos experimentos consecutivos. Un experimento inicial evaluando la
capacidad de bioremocién del Mn?* por parte de L. minor (durante 16 dias).
Posteriormente, se realiz6 un segundo experimento con Chlorella sp (durante 16
dias). Se establecieron dos tratamientos y un par de controles. Cada tratamiento
u unidad experimental se establecié con reactores por duplicado. El tratamiento 1
(T1) correspondié a agua residual sin esterilizar e in6culo del organismo a evaluar
(L. minor u Chlorella sp). EIl tratamiento 2 (T2), fue establecido a partir de agua
residual esterilizada e in6culo del organismos a evaluar (en el primer experimento
L. minor; y en el segundo experimento Chlorella sp). El control 1, presenté agua
residual y el organismo a evaluar; y el control 2, agua de la llave y el organismo a

evaluar.

3.4 Cuantificacién del Mn?* bioremovido a través de los mecanismos de
adsorcion y absorcion en L. minor y Chlorella sp.

Con el objetivo de poder cuantificar la concentracién de Mn?* (Cw,), acumulada
intracelularmente (manganeso absorbido) y el metal adherido a la superficie de la
biomasa (manganeso adsorbido) de L. minor, se realizd el estudio en base a
Standard Methods, y a Olguin et al. [29] respectivamente, cuyos procedimientos

se presentan de la siguiente manera:
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Figura 1. Montaje de la planta de tratamiento con Lemna minor y Chlorella sp.
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Para la primera etapa del proceso (L. minor) se tomaron muestras de 1 g. de

biomasa L. minor y alicuotas de 50 ml de agua de manera duplicada y por cada

unidad experimental para el T1, T2 y el control 1. Las alicuotas tomadas fueron

filtradas y llevadas a una etapa de cuantificacion utilizando un espectrofotometro

de absorcion atémica (E.A.A) de aspiracion directa buck scientific modo 210 vgp,

donde se tomaron los datos de las diferentes concentraciones de manganeso que
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ayudaran a ver el andlisis de bioremocion (metal bioremovido), posteriormente
cada gramo de biomasa tomado fue llevado a matraces Erlenmeyer de 500 mL,
donde fue lavado con 100 mL de EDTA (Acido etilendiaminotetracético) a 0.02M y
llevados a un sistema de agitacion donde se usaron agitadores magnéticos con

diametro de 1 pulgada durante 45 minutos.

Posteriormente la biomasa se lavo con 200 mL de agua desionizada y se volvié a
llevar al sistema de agitacion durante 15 minutos, éste procedimiento se realizo
para eliminar remanentes de la solucion de EDTA. Dichos lavados, se
recolectaron, entre solucion de EDTA y agua desionizada y se tomaron muestras
de 10 mL en tubos de ensayo falcon, los cuales fueron llevados a analisis en el
espectrofotometro de absorcién atomica para determinar el manganeso adherido a

la superficie de la planta (metal adsorbido).

La biomasa retirada se dejé secar durante 15 minutos sobre papel filtro doblado
por la mitad, para absorber el exceso de agua. Posteriormente se introdujeron en
cajas de Petri para luego ser llevadas al horno a 105°C durante 24 horas. Pasadas
las 24 horas, se llevaron las muestras de biomasa a una bascula donde fueron
pesadas y se procedié a registrar el peso seco de cada una de las muestras. La
biomasa seca fue retirada, y se introdujo en vasos de precipitado de 100 mL de
capacidad, siendo atacada con 5 mL de HNOj; (4cido nitrico grado reactivo),
dejando actuar la reaccion durante 24 horas. Culminado el tiempo las muestras
fueron filtradas al vacio, y llevadas a un sistema de aforo de 10 ml en tubos de
ensayo falcon para un posterior analisis en el espectrofotometro de absorcidon
atomica (E.A.A) donde se cuantifico el manganeso acumulado intracelularmente

por la planta (metal absorbido).
3.5 Cuantificacion de pigmentos en L. minor.

Se determind la clorofila de acuerdo a Lichtenthaler H.K. (1987), utilizando etanol

como agente extractante. Las muestras fueron centrifugadas y leidas en un
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espectrofotometro de luz visible (Spectroquant® Pharo 300, Merck) después de
aplicar el siguiente procedimiento [30].

Metal

Bioremovido

Figura 2. Procedimiento para la cuantificacion del manganeso bioremovido.
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Se tomaron muestras por triplicado, entre 20 y 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
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promedio de 0.0019 g (DW). Posteriormente cada muestra se llevé 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 Falcon, resultando muestras de 8 mL cada una. Esta muestra
fue recubierta con papel aluminio para evitar el contacto con la luz, y se llevo 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 espectrofotometro a 648 nm y
664 nm.Los célculos para conocer la clorofila total presente en L. minor fueron

realizados mediante la siguiente ecuacion [30]:

oo (52 + 22200 +BT
Total — DW mg'g W]

3.6 Cuantificacién de pigmentos en Chlorella sp.
Se determiné la clorofila utilizando etanol como agente extractante [31]. Las
muestras fueron centrifugadas y leidas en un espectrofotometro marca

(Spectroquant® Pharo 300, Merck), después de aplicar el siguiente procedimiento:

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 Falcén y llevadas a centrifugar durante 20
minutos a 3400 rpm. Luego se vacié 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 bafo maria durante 10 minutos a
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temperatura aproximada de 90°C. Posteriormente se aforo cada muestra a 5 ml
con etanol y se volvié a centrifugar durante 10 minutos a 3400 rpm. Luego el
sobrenadante se vacid6 en una celda para la respectiva lectura en el

espectrofotometro a 648 nmy 664 nm [31].

Los célculos para conocer la clorofila total presente en Chlorella sp fueron

realizados mediante la siguiente ecuacion [31]:

Crotar = (5,24A64 — 22,24A664)  [ug/ml]
Donde:

Crotar = Clorofila Total

3.7 Cinética de eliminaci6n de Mn*".
Para describir la variacién del contenido de Mn?* en funcién del tiempo, se

utilizaron los siguientes modelos cinéticos [28]:

e Modelo Cinético de primer e Modelo Cinético de segundo
orden: orden:
—dC K dc __Kk.C?
dt ~ 1 dt = 2
La cual se resuelve como: La cual se resuelve como:
LnC = —K;t + LnC, 1 1
—=—+K
c ¢, 2

Dénde:

Co y C, son la concentracion de Mn al tiempo cero y tiempo t,
respectivamente (mg/L).

K1, es la constante de velocidad (dias™) y K, es la constante de velocidad
(L/mg.h).

t, es el tiempo (dias).
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3.8 Cinética de Adsorcién de Mn?*.

Para evaluar la cinética de adsorcién de Mn?*, se utilizaron dos modelos de

velocidad, la cinética de pseudo-primer orden [32], y la cinética de pseudo-

segundo orden [33].

Modelo Cinético de pseudo- e Modelo Cinético de pseudo-
primer orden: segundo orden:
dq dq
7 = Ki(ge —an) 7 = Ka(de = qe)?
La cual se resuelve como: La cual se resuelve como:
Ln(q. — q) = Lnq, — K;t t_ 1 't
q Kq.*  q.
Dénde:

g Y Qe Son la capacidad de adsorcion (mg/g) al tiempo t (dias) y en el
equilibrio, respectivamente.

K, es la constante de velocidad de adsorcion de primer orden (dias™) y Ko,
es la constante de velocidad de adsorcion de segundo orden (mg/g.h).

t, es el tiempo (dias).

3.9 Cinética de Acumulacion intracelular de Mn?*

El modelo de Michaelis-Menten, fue empleado para describir la acumulacion

intracelular presente en los diferentes tipos de biomasa [34].

Modelo de Michaelis-Menten:
— Vméx.[Mn]
K, + [Mn]
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Donde:

V: velocidad de la acumulacién intracelular de Mn al tiempo t (mg Mn / ¢
biomasa. h).

Vmax.: velocidad maxima de la acumulacién intracelular de Mn (mg Mn / g
biomasa. h).

Km: concentracion de Mn a la cual se obtiene la mitad de la velocidad
maxima de acumulacion intracelular (mg/L).

[Mn]: Concentracion de Mn en la solucion (mg/L).

3.10 Analisis estadistico

Se realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA) de dos vias, para cada experimento,
evaluando las diferencias presentadas en la eficiencia de remocién, absorcion y
adsorcién del Mn?*, asi como de la alteracién de la produccién de pigmentos
fotosintéticos asociados a la alteracion en el crecimiento de L. minor y Chlorella
sp, frente al efecto de los tratamientos y en el tiempo. Para las variables que
presentaron diferencias significativas (P < 0,05), se realiz6 la prueba post hoc de
Tukey, prueba que permitio realizar comparaciones entre las medias de los dos
tratamientos (a < 0.05). Se utilizé el software SPSS (version 13,0 para Windows)
(ANEXO B).

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, %bioremocion (In), %absorcion
(Box-Cox), y clorofilas totales (log (x+1)); y en el experimento con Chlorella sp,

%absorcion (Box-Cox), %adsorcion (In) y clorofilas totales (Box-Cox).
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4. RESULTADOS

Caracterizacion del agua

Se evalué una concentracién inicial (Ci) del Mn®* en el agua residual de 1,1367
mg/l; de igual manera, se pudo evaluar la presencia de hierro (Fe) a una
concentracion de 0,134 mg/l y otros compuestos como nitratos, nitritos y fosforo
total (Tabla 1).

Tabla 1. Caracterizacion preliminar del agua residual.

Parametro Valoracion Método

Nitritos (mg NO, /L) 0,130 Espectrofotométrico — SM 4500 —-B
Nitratos (mg NOgz/L) 0,163 Espectrofotométrico — SM 4500 —B
Fosforo Total (mg P/L) 0,523 Espectrofotométrico — SM 4500 —P

Manganeso (mg Mn/L)  1,1367  Absorcién atbmica — SM 3111 B

Hierro Total (mg Fe/L) 0,134 Espectrofotométrico — SM 3500 - Fe

Primera etapa del proceso, L. minor.

Se obtuvo una mayor remocién del Mn?* (66,47%) en el tratamiento T1 (agua
residual sin esterilizar), remocion que se incrementd0 durante el tiempo de
exposicion; frente a un valor de 39,16% en T2 (agua residual esterilizada), donde
se pudo observar una etapa durante el dia 4 al dia 12, en donde la capacidad de
remocion se estabilizd para este organismo; por lo tanto, se puede afirmar que L.

minor, presentd una significativa tolerancia a la Ci del Mn?* (Figura 3).
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Figura 3. Porcentaje de Remocién de Mn®* con L. minor durante el tiempo de

exposicion.
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Cinética de eliminacién con L. minor.

Los datos se evaluaron a través de las ecuaciones cinéticas de primer y segundo

orden. Los resultados obtenidos muestran que la remocién de Mn®" usando L.

minor, se ajusta mejor a un modelo cinético de eliminacion de primer orden (Tabla

2); de esta manera se observa que L. minor remueve 0.0658 mg de Mn®*/ dia en
el T1y 0.024 mg Mn?*/ dia en el T2 (Tabla2).

Tabla 2. Constantes de velocidad de la eliminacién de Mn?* (k) en agua
residuales con L. minor usando dos diferentes modelos cinéticos.

TRATAMIENTO 1

Cinética de Eliminacion

Co=1.1367 (mg/L)

Cinética de Primer Orden

Cinética de Segundo Orden

K (1/Dias)

R2

K (g/mg D) R2

0,0658

0,9735

0,1025 0,9151

TRATAMIENTO 2

Cinética de Eliminacion

Co=1.1367 (mg/L)

Cinética de Primer Orden

Cinética de Segundo Orden

K (1/Dias)

R2

K (g/mg D) R?

0,024

0,7337

0,0274 0,7411

33




Los resultados obtenidos mostraron claramente que la mayor cantidad de Mn?*
eliminado de las unidades experimentales contenidas de agua residual fue por el
sistema de adsorcion a la superficie de la biomasa (31.22% para T1 y 41.56 %
para T2) (Figura 4), sin embargo, el Mn?** fue acumulado en las células en una
menor proporcion en los tratamientos (22.12% para T1y 16,79% para T2) (Figura
5).

Figura 4. Porcentaje de Adsorciéon de Mn®*, mediante el cultivo de L. minor,
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Figura 5. Porcentaje de Absorciéon de Mn®*, mediante el cultivo de L. minor.
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Cinética de Adsorcion.

Los resultados obtenidos muestran que la cinética de adsorcion se ajustd mejor
para el modelo de primer orden (Tabla 3); los coeficientes de determinacion R2
para el T1 en ambos modelos fueron bajos. Se determiné que L. minor adsorbi6
0,0989 mg de Mn?*/ dia en el T1y 0,18 mg de Mn?* / dia en el T2.

Tabla 3. Constantes de velocidad de la adsorcién de Mn** (k) en agua residuales
con L. minor usando dos diferentes modelos cinéticos.

TRATAMIENTO 1

Cinética de Primer Orden | Cinética de Segundo Orden

Cinética de Adsorcion -
K (1/Dias) R2 K (g/mg D) R2

0,0989 0,7227 0,2144 0,7211

TRATAMIENTO 2

Cinética de Primer Orden | Cinética de Segundo Orden

Cinética de Adsorcion
K (1/Dias) R? K (g/mg D) R?

0,18 0,9849 0,1141 0,8775

Efecto del Mn?* en el crecimiento de L. minor.

Se observé que la concentracion de Mn?* presente en el agua residual estimulé el
incremento en la concentracién de las clorofilas totales y del crecimiento de L.
minor durante el procedimiento realizado. En el T1 la clorofila total mantuvo un
aumento, al igual que en el T2, sin embargo, se observé un aumento de clorofila
después del dia 8 de exposicion, lo que se vio reflejado en la capacidad de
bioremocion de L. minor (Figura 6). Ambos tratamientos siguieron el patron de

crecimiento de L. minor, el cual se observa en el control 2.
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Figura 6. Efecto del Mn*? en la clorofila total (mg/g) de L. minor.
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Segunda etapa del proceso, Chlorella sp.

El experimento inicié bajo una Ci: 0,3812 mg/L y 0,6915 mg/L para el T1y T2,
respectivamente. Hay que recordar, que dichas concentraciones de Mn*,
corresponden a la concentracion remanente después del proceso inicial realizado
previamente por L. minor. En este estudio se obtuvo una mayor remocién del Mn?*
en el T2 (71.98%), frente al T1 (45.49 %); Para ambos casos se observé que la
capacidad de remocién de Mn?* se mantuvo constantes durante el periodo de
exposicion; por lo tanto, Chlorella sp presenté una significativa tolerancia a las Ci

del Mn?* en el agua residual después del experimento con L. minor (Figura 7).

Figura 7. Porcentaje de Remocién de Mn?* con Chlorella sp durante el tiempo de
exposicion.
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Cinética de eliminacion con Chlorella sp.

Los resultados obtenidos arrojan coeficientes de determinacién similares, sin
embargo, la velocidad de eliminacion de la cinética de primer orden fue la que se
ajustd mejor al desarrollo del experimento. Chlorella sp elimina 0,0353 mg/dia para
T1y 0,0796 mg/dia para el T2 (Tabla 4).

Tabla 4. Constantes de velocidad de eliminacién de Mn?* (k) en agua residuales
con Chlorella sp, usando dos diferentes modelos cinéticos.

TRATAMIENTO 1

Cinética de Eliminacion Cinética de Primer Orden Cinética de Segundo Orden
. 2 2
Co= 0,3812 (mg/L) K (1/Dias) R K (g/mg D) R
0,0353 0,8779 0,1187 0,9271

TRATAMIENTO 2

Cinética de Eliminacién Cinética de Primer Orden Cinética de Segundo Orden
i 2 2
Co= 0,6915 (mg/L) K (1/Dias) R K (g/mg D) R
0,0796 0,9698 0,2142 0,9527

Los resultados obtenidos mostraron claramente que la mayor cantidad de Mn?*
eliminado fue encontrado en la acumulacion intracelular (50.21%) para T1 y
(23.58%) para T2 (Figura 8). Por el contrario el Mn?* adsorbido se presenté en una
menor proporcion (27.30%) para el T1y (22.94 %) para el T2, (Figura 9).

Figura 8. Porcentaje de Adsorcién de Mn?* con Chlorella sp, durante el tiempo de

exposicion.
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Figura 9. Porcentaje de Absorciéon de Mn®* con Chlorella sp, durante el tiempo de

cultivo.
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Cinética de acumulacién intracelular con Chlorella sp.

Debido a que el metal absorbido intracelularmente a la biomasa es el mecanismo
gue predomina en la bioremocién de Chlorella sp evaluada, se aplicé el modelo de
Michaelis—-Menten para determinar la cinética de acumulacion intracelular,
observandose que el ajuste a este modelo es aceptable, ademas se determind
que Chlorella sp puede acumular 0,00594 mg/g por dia para el T1, y 0,01496 mg/g
por dia para el T2 (Tabla 5).

Tabla 5. Constantes de velocidad de la absorcién de Mn®* (k) en agua residuales
con Chlorella sp.

TRATAMIENTO 1

Cinética de Michaelis—Menten

Cinética de Acumulacién Intracelular -
K (mg/L) R2 Vmax (mg/g-Dia)

0.38820 0.9271 0.0059
TRATAMIENTO 2

Cinética de Michaelis—Menten

Cinética de Acumulacién Intracelular -
K (mg/L) R? Vmax (mg/g-Dia)

0.95283 0.9527 0.01496
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Efecto del Mn?* en el crecimiento de Chlorella sp.

Debido a la disminucién en la concentracién de Mn?* en el agua residual por la
remocion previa de L. minor el crecimiento de Chlorella sp disminuyo a partir del
dia 8 del tiempo de exposicion para ambos tratamientos (Figura 10). Para el
control 2 en condiciones de no contaminacion, Chlorella sp presentdé un

crecimiento sin alteraciones, a través del tiempo de exposicion.

Figura 10. Efecto del Mn*? en la clorofila total (ug/ml) de Chlorella sp.
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5. DISCUSION

Durante el tiempo de estudio de la bioremocién de Mn?* con L. minor, se logré
observar una remocion significativa mayor en el T1, en comparacion con el T2.
Sanchez Galvan et al. [35], obtuvo hasta un 100% de remocion de metales en un
sistema de agua residual sintética, comparado a un 96% de un sistema de agua
esterilizada, mediante un cultivo con S. minima. A pesar que nuestro estudio, no
report6 datos tan eficientes debido a que se trabaj6 con agua residual
industrial (no sintética), y la remocion de un metal con un cultivo diferente, se pudo

comparar que el tratamiento que predomina en la remocién es el T1 (Tabla 6)

Tabla 6. Porcentajes de Adsorcion, Absorcién y Bioremocion en el T1y T2 con los

cultivos L. minor y Chlorella sp durante el periodo de exposicion.

Tratamiento 1

Lemna minor Chlorella sp

Dia 4 Dia 8 Dia 12 Dia 16 Dia 4 Dia 8 Dia 12 Dia 16

% de Adsorcion | 16,51 11,6 25,61 31,22 27,3 24,04 26,97 22,6

% de Absorcion | 5,42 10,41 13,39 22,12 50,21 13,84 10,99 8,13

% Bioremociéon | 19,31 | 42,33 48,29 66,47 29,72 34,13 42,35 45,49

Tratamiento 2

Lemna minor Chlorella sp

Dia 4 Dia 8 Dia 12 Dia 16 Dia 4 Dia 8 Dia 12 Dia 16

% de Adsorcion | 13,18 | 22,36 | 41,51 41,56 22,36 22,94 20,10 18,67

% de Absorcion | 9,22 4,67 8,49 16,79 18,48 23,58 16,52 9,66

% Bioremocién | 25,21 | 26,05 22,74 39,16 36,15 43,45 66,32 71,98

Hurd y Sternberg [37], reportaron una eliminacion de 86% en un periodo de 24 h
en un sistema por lote utilizando L. minor a una Ci de 5 mg Pb®*/L obteniendo
velocidades de eliminacién de 0.1791 mg/L por hora. Para el presente trabajo se

reportaron  porcentajes de remocion y velocidades de eliminacion
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significativamente menores; esto es debido a que el agua residual utilizada en
nuestro experimento poseia un sistema multi-metal, lo cual retardo de manera
gradual la remocién de Mn?*, este resultado puede ser consistente con lo
encontrado por Miretzky et al. [44], donde al utilizar sistemas multi-metales (5
metales: Fe?*, Zn**, Mn?*, Cu** y Cr®*) obtuvieron menores ajustes cinéticos para

la velocidad de eliminacion.

Estudios realizados por Olguin et al. [29], con plantas macroéfitas reportaron que
gran parte de la bioremocién, corresponde al mecanismo de adsorcion, donde
obtuvieron resultados de 54% de adsorciéon utilizando como cultivo S.
minima. Sanchez-Galvan et al. [35], reportan porcentajes de adsorcién de Pb?*
de 41%, Benaroya et al. [44], utilizando un helecho acuético (Azolla filicuoides)
obtuvieron porcentajes de 37%, De igual manera en nuestro estudio predomino el

mecanismo de adsorcion para el cultivo de L. minor (Tabla 6).

Keskinkan et al. [45], reporto que para Ceratophyllum demersum, la ecuacion de
primer orden no fue apropiada para todos los resultados, sélo para algunos datos.
La ecuacién de segundo orden por el contrario, si fue aplicable para todos los
datos. Resultados similares fueron encontrados en la cinética de adsorcion por la
biomasa no viable de Azolla filiculoides pre-tratada con NaOH, obteniendo un
mayor ajuste a un modelo de segundo orden [46]. Se recomienda realizar un
estudio cinético donde existan cambios significativos crecientes de las
concentraciones de metal adsorbido [35]. Este estudio cinético fue evaluado a lo
largo de todo nuestro experimento, donde se presentaron fases crecientes como
decrecientes, ademas, se observa con claridad que la velocidad de adsorcién fue
mayor en el T2 (Tabla 3). La cinética no se ajustd de manera satisfactoria; no
obstante el modelo mas aceptable fue el de primer orden.

Chlorella sp puede eliminar el Mn?* presente en aguas residuales de manera
eficiente (56,5% a 100%) a concentraciones de 0.29 mg Mn? /Ly 2,7 mg Mn? /L
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[38]. En este estudio, se obtuvo un porcentaje de remocién de Mn** del 45,49%
T1y 71,98% para el T2, a concentraciones de 0,3812 mg Mn? /L y 0,6915 mg
Mn?/L, respectivamente, donde prevalecié la acumulacién intracelular con respecto
a la adsorcién (Tabla 6). Caso contrario ocurrio en el estudio realizado por Abalde
et al. [39], el cual se reporté para la microalga P. tricornutum, alcanzaba
remociones del 90% a travées de la adsorcion, frente a remociones por
acumulacion intracelular (absorcién) con valores menores al 10%. Estas
diferencias se deben a que diferentes especies de algas tienen diferentes
tamanos, formas y composiciones de la pared celular, que afectan la eficiencia de
la union al metal [38].

El modelo cinético de Michaelis—Menten ha sido usado para inferir el mecanismo
responsable del transporte de metales a través de la membrana plasméatica
[34]. De acuerdo a los coeficientes de determinacion, en el presente estudio se
determindé que la absorcion con Chlorella sp se ajusta a dicho modelo [48].
Garnham et al. [40], reportaron que la velocidad de acumulacion intracelular de
metales por microalgas se puede presentar en dos fases, rapidas y lentas,
afirmacién que se ve reflejada en nuestro experimento donde se presentd un
mayor porcentaje de absorcién durante los primeros dias de exposicion tanto para
el T1 como para el T2 (Figura 8), éste suceso se presenta porque hay mas de un

mecanismo implicado en el proceso de remocion como lo es la adsorcion [47].

Doganlar et al. [49], reportaron que L. gibba es una especie con caracteristicas
morfologicas, fisiologicas y con un habito de crecimiento muy parecida a L. minor;
ademas presentaron que esta se vio afectada por la exposicién a Mn?* y Ni [41].
Esta situacion se comprueba con los datos obtenidos en nuestro estudio, donde se
detect6 un incremento en la clorofila total de L. minor durante el transcurso del
tiempo de exposicion (Figura 6). De esta manera se puede afirmar que el Mn?*
juega un papel importante como precursor de clorofilas en L. minor, resultados que

corresponden a los descritos por Rezai K. [36]. Por otro lado, debido al déficit en la
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concentracién de Mn?* por la remocién previa de L. minor y a los niveles
necesarios para satisfacer las necesidades de la microalga, el crecimiento del
cultivo se reduce significativamente, fendmeno que se ve reflejado en la

disminucion de la clorofila total en Chlorella sp (Figura 10).

La bioremocion en un sistema complementario entre L. minor y Chlorella sp
(Figura 9), determiné una remocion total de Mn** de aproximadamente 80% para
ambos tratamientos. En el T1, L. minor tuvo un incremento de remocion el cual se
hizo notorio a partir del dia 4; esto se debi6é a que posiblemente, se presenté el
crecimiento de diferentes organismos, los cuales pudieron realizar un proceso de
remocién de Mn?".

En el T2, ambos cultivos presentaron una remocién similar de Mn?* (Tabla 7). En
el T1, Chlorella sp realizé una eliminacién de Mn?" inferior a la realizada por L.
minor, posiblemente esto se debe a que Chlorella sp se encontraba en un

ambiente de competencia con otros microorganismos por sobrevivir.

Figura 11. Bioremocién total de Mn?*, para un sistema complementario, L. minor

y Chlorella sp.
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Los resultados obtenidos (Figura 11), establecen la viabilidad de un sistema en
conjunto entre Lemna minor y Chlorella sp actuando de forma consecutiva, mas

eficaz. Procedimiento que es satisfactorio a lo propuesto por Bouali et al. [50].

Tabla. 7 Porcentaje de bioremocién total.

Lemna Chlorella % Bioremocién
minor sp Total

% Bioremocion T1 66.47 13.6 80.07

% Bioremocién T2 39.16 42.01 81.17
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6. CONCLUSIONES

La implementacion de un sistema complementario de Lemna minor y
Chlorella sp, tiene el potencial de bioremediar el Mn®* presente en aguas
residuales hasta un 80%, siendo mas eficiente para la eliminacion de

contaminantes del medio ambiente.

L. minor presentd una gran tolerancia a la Ci del Mn®*, una gran capacidad
de competir con otros organismos presentes en el agua sin esterilizar, y una

significativa capacidad para remover Mn?*.

La eliminacion de manganeso en aguas residuales, en un sistema con L.
minor y Chlorella sp, se puede predecir a través de un modelo cinético de

primer orden.
L. minor emplea como principal mecanismo de remocion su significativa
capacidad de adsorcion; y en el caso de Chlorella sp, su significativa

capacidad de acumulacion intracelular.

Se demostré la influencia de la concentracion de manganeso en el

crecimiento de la biomasa.
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7. RECOMENDACIONES

Realizar el procedimiento donde se incluya la inmovilizacion de la biomasa,
para alcanzar, posiblemente un mayor rendimiento en la bioremocion de

metales en aguas residuales.

Evaluar los diferentes tipos de modelos cinéticos para los dias donde se
presente una fase de crecimiento en la biomasa para aumentar los
coeficientes de determinacion y asi lograr un mejor ajuste en la evaluacion

de la cinética.

Evaluar la remocion del Mn bajo diferentes densidades de indculo y evaluar

la concentracion o densidad mas efectiva
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Anexo A. NORMATIVIDADES AMBIENTALES POR EL DEPARTAMENTO
ADMINISTRATIVO DE MEDIO AMBIENTE PARA EL VERTIMIENTO DE AGUAS
RESIDUALES

Resolucion No 1074 del 28 de Octubre de 1997

Articulo 3°. Todo vertimiento de residuos liquidos a la red de alcantarillado publico
y/o a un cuerpo de agua, deberd cumplir con los estandares establecidos en la

siguiente tabla:

PARAMETRO EXPRESADA COMO NORMA (magll)
Arsénico As (mgll) 0.1
Bario Ba (magll) 5.0
Cadmio Cd (mall) 0.003
Carbonatos Agente Activo (mgll) 0,1*
Cianuro CN (mgl) 1,0
Cinc Zn (mgl) 5.0
Cloroformo Extracto de carbén ECC (magll) 1,0
Cobre Cu (mall) 0.25
Compuestos fendlicos Fenol (magf) 0,2
Compuestos Organoclorados Concentracion de agente 0,05*
Activo
Compuestos Concentracion de agente 0,1*
Organofosforados Activo
Cromo hexavalente Cr+6 (mg/l) 0,5
Cromo total Cr total (mg/l) 1,0
DBOs (mafl) 1000*
Dicloroetileno Dicloroetileno 1,0
Difenil Policlorados Concentracion de agente ND**
Activo
DQo (mgT) 2000
Grasas y Aceites {ma/l) 100
Manganeso Mn (maf) 0,12
Mercurio Ha (magfl) 0,02
Mercurio organico Ha (magfl) MND*™
MNiguel Ni (magfl) 0,2
PH Unidades 59
Plata Ag (mgfl) 0,5
Plomo Pb (mall) 0.1
Selenio Se (mall) 0,1
Sdlidos Sedimentables S5 (mall) 2.0
Solidos Suspendidos Totales SST (mgl) 800
Sulfuro de carbono Sulfuro de carbono {mall) 1.0
Tetracloruro de carbono Tetracloruro de carbono (mag/l) 1,0
Tricloroetileno Tricloroetileno (mall) 1.0
Temperatura Grados Centigrado £C) =30°
Tensoactivos (SAAM) (mg/) 0.5
* Concentracion de toxico que produce la muerte del organismo.
= Se entendera por valor No Detectable (ND) a la concentracion de la sustancia que

registra valores por debajo de los limites de deteccion empleando los metodos del
manual Standard Method for Examination of Water and Wastewater (Ultima Edicion).
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Anexo B. TABLA ANOVA

ANOVA de dos via, para la evaluacién de la capacidad de bioremocién de Mn?",
en 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 Variaciéon | df F P Parametro Fuente de Variacion | Df F P
% absorcion Tratamiento 1 1,168 e % absorcion Tratamientos 1 | 128,404 | ***
Tiempo (dias) 3 | 50,340 | *** Tiempo (dias) 3 21,164 | ***
TXT 3 13,391 | *** TXT 3 0,7641 *
Error 24 Error 24
*kk
% adsorcién Tratamiento 1 | 10,565 % adsorcién Tratamientos 1 11,91 i
Tiempo (dias) 3 | 18,391 | *** Tiempo (dias) 3 3,10 *
TXT 3 2,526 NS TXT 3 1,18 NS
Error 24 Error 24
% remocion Tratamiento 1 | 13,539 | *** % remocién Tratamientos 2 15,028 | ***
Tiempo (dias) 3 | 25,914 | ** Tiempo (dias) 3 4,794 o
TXT 3 4,184 | *** TXT 6 0,360 NS
Error 24 Error 36
Clorofilas totales Tratamiento 2 | 14,195 | ** | Clorofilas totales Tratamientos 2 43,347 Fxk
Tiempo (dias) 3 | 25,257 | *** Tiempo (dias) 3 24,213 | **
TXT 6 4,170 hoisiel TXT 6 25,688 kK
Error 60 Error 60
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